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A. Einleitung 

Die mikroskopische und submikroskopische Struktur der Chloroplasten 
ist in den letzten Jahren durch die Arbeiten von Heitz (1932, 1936 a u. b), 
Hubert (1935 a u. b), Doutreligne (1935), Wieler (1936), Weier (1936 
a u. b), Geitler (1937), Frey-Wyssling (1938 a u. b), Menke und 
Koydl (1939), Menke (1940 a u. b), Kausche und Ruska (1940), Roberts 
(1942) und Strugger (1947 u. 1950) ziemlich weitgehend erforscht worden. 
Auch Plastidenanomalien sind haufig beobachtet worden (vgl. Kiister 1937). 
Die experimentellen Bedingungen aber, unter denen diese zuverlissig her- 
vorgerufen werden kénnen, sind vielfach unbekannt. Ebenso wird die Frage, 
ob anormale Chloroplasten nur als Artefakte aufzufassen sind oder ob 
sich aus den Struktur- und Formwechselerscheinungen Riickschliisse auf 

Protoplasma, Bd. XL/2. 14 








210 H. H. Schmidt 


die innere Struktur und den physiologischen Zustand der Chloroplasten 
ziehen lassen, nur in den seltesten Fallen gestreift; die Frage, inwieweit eine 
Veriinderung der normalen Plastidenstruktur die Assimilation beeinflussen 
kann, wird kaum in einer Arbeit aufgeworfen. 

Eine wichtige Arbeit zur experimentellen Pathologie der Chloroplasten 
lieferte Lirz (1942). Er konnte beobachten, daf die Chloroplasten von 
Wasserpflanzen, sofern sie in Nikotin-, Cocain-, Coniin- oder Atropinlésun- 
gen belichtet wurden, aufquollen und Vakuolenbildungen zeigten. Diese 
progressive Vakuolenbildung wahrend der Belichtung in Alkaloiden, d. h. 
die Abhiingigkeit der Vakuolenbildung von der Photosynthese, welche Larz 
durch eine Hemmung der Assimilation mittels Phenylurethan, tiefe Tempera- 
turen und Plasmolyse experimentell nachweisen konnie, ist fiir die Er- 
forschung der Physiologie der Chloroplasten auferst wichtig und diirfte 
ein grundlegender Ausgang dafiir sein, eine Methode zu finden, die Assi- 
milationsfahigkeit einzelner Chloroplasten zu priifen. Bauer (1943) und 
Hanssen (1947) konnten die Untersuchungen von Lirz bestatigen und 
z. T. weiter ausbauen. Wichtig ist vor allem die Feststellung von Hanssen, 
daf die Vakuolenbildung der Chloroplasten in belichteten Blattern rever- 
sibel ist, wenn die behandelten Objekte in Leitungswasser iiberfiihrt und 
im Dunkeln aufbewahrt werden. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit soll es sein, in Richtung der von Lirz 
begonnenen Untersuchungen weiterzuarbeiten, um eine Methode in die Hand 
zu bekommen, die die Méglichkeit bietet, die Assimilationsfahigkeit einzelner 
Chloroplasten innerhalb einer Zelle zu priifen. La®i sich durch Plasmolyse 
— Liarz hat hier bereits die ersten Versuche unternommen — der Zuwachs 
der osmotischen Werte der Plastidenvakuolen mit der Zeit bei konstanter Be- 
lichtung verfolgen, dann diirfte damit die Méglichkeit gegeben sein, auch 
annahernd die Assimilationstiichtigkeit einzelner Chloroplasten quantitativ 
zu bestimmen. 


B. Vakuolenbildung der Chloroplasten durch Alkaloide und 
Anaesthetica 
I. Methodik 


Als Versuchsmaterial dienten verschiedene Wasser- und Landpflanzen, die zum 
Teil aus den Gewiichshiusern des Botanischen Gartens, zum Teil aus Freiland- 
bestainden stammten. Bei vergleichenden Messungen wurde gréfter Wert darauf 
gelegt, nur solches Pflanzenmaterial zu verwenden, das unter konstanten Bedingun- 
gen herangewadhsen war und auch altersmafig keine Unterschiede aufwies. Helodea 
canadensis und Helodea densa wurden eigens zu den Versuchen in besonderen 
Becken herangezogen. 

Zu den Vakuolisationsversuchen wurden immer nur starkefreie Blatter benutzt. 
Die Entstaérkung erfolgie am schnellsten, wenn gréfere Sprofstiicke verdunkelt 
wurden. Auferdem wurde durch die Verdunklung grofer Sprofstiicke vermieden, 
daf durch den Abbau der Assimilationsstairke eine Anhiufung des Zuckers in den 
Zellen stattfand, so da keine Erhéhung der osmotischen Werte der Zellen auf- 
treten konnte. Nach Angaben von Gahlen (1935) steigen naémlich beim Abbau der 
Starke in den abgetrennten Bliattern die osmotischen Werte wahrend der Verdunk- 
lung stark an. 


Studien zur experimentellen Pathologie der Chloroplasten 211 


Fiir die Beurteilung des Lebenszustandes der Plastiden und der Zellen wurde 
in erster Linie die Plasmastrémung beobachtet. Daneben standen die Plasmolyse 
mit Traubenzucker oder KNOs sowie die Anfiairbung mit Akridinorange (vgl. 
Strugger 1949) und Pyronin (vgl. Hanssen 1947) zur Analyse der Vitalitat der 
Zellen zur Verfiigung. 

Als mikrochemischer Nachweis fiir die Aufnahme der Alkaloide wurde die 
Bouchardatsche Reaktion mit Jod-Jodkalium, einem Gruppenreagens auf Alkaloide, 
benutzt. Vorteilhaft war es, Jod-Jodkalium mit der V.I.M. zu infiltrieren, da sich 
bei einer schnellen und gleichméfigen Behandlung mit diesem Reagens die sichersten 
Aussagen iiber die Aufnahme und Speicherung der Alkaloide machen liefen. 

Bei den Untersuchungen, die Aufschlu® dariiber geben sollten, inwieweit die 
Chloroplasten, bei denen durch Alkaloide eine Vakuolenbildung hervorgerufen 
wurde, assimilationstiichtig bleiben, wurde die Winkler-Methode der O2-Bestimmung 
benutzt. Die Assimilationsmessungen erfolgten nach den Angaben von Alsterberg 
(1926), Gessner (1937) und Baumeister (1943). Die Assimilationsapparatur und 
die Versuchsflaschen mit seitlich angesetzten Ausbuchtungen wurden nach den An- 
gaben von Baumeister (1943) angefertigt. Um individuelle Unterschiede der 
Pflanzen auszugleichen, wurden immer drei bis vier Sprosse, die gleich alt und 
gleich lang waren, belichtet. Die in den Kurven und Tabellen verzeichneten Werte 
sind in n/100 Natriumthiosulfat (kurz: Nath.) angefiihrt und auf je ein Gramm 
Frischgewicht, das am Ende eines jeden Versuches mit der Balkentorsionswaage 
ermittelt wurde, bezogen. Da der Vakuolisationsgrad der Chloroplasten parallel 
zur Belichtungszeit beobachtet werden sollte, wurden wahrend des Versuches ein- 
zelne Blatter entfernt und mikroskopisch beobachtet. Bei den vergleichenden 
Messungen diirfte das gleichzeitige Entfernen einzelner Blatter von den Kontroll- 
und Versuchspflanzen kaum ins Gewicht fallen. Die Lichtstirke betrug in allen Ver- 
suchen mit der Winkler-Apparatur ungefaihr 7500 Lux. Die Temperatur schwankte 
héchstens um 1°C. 


Il. Versuche mit Wasserpflanzen 


1. Die Wirkung verschiedener Alkaloide auf die Chloroplasten von 
Helodea canadensis 


Auer den Alkaloiden und Anaesthetica Cocain, Atropin, Novocain, 
Nikotin und Pantocain (Lairz 1942, Hanssen 1947) rufen auch Ephedrin 
(optimale Konzentration: 1: 10000 in Leitungswasser) Arecolin (1 : 1000), 
Scopolamin (1: 1000), Physostigmin (1: 2000), Pervitin (1: 8000) und La- 
rocain (1 : 5000) eine intravitale, progressive Vakuolenbildung hervor, wenn 
entstarkte Blatter von Helodea in den entsprechenden Lésungen belichtet 
werden. Sowohl in Ephedrin- wie auch in Arecolin-, Scopolamin- und 
Physostigminlésungen lie sich die Vakuolenbildung mehrere Male hinter- 
einander wiederholen, wenn einmal nach der Belichtung und Vakuolenbildung 
eine 24—48stiindige Verdunklung in reinem Leitungswasser, wahrend der 
die Chloroplasten wieder ein normales Aussehen erhielten, eingeschoben 
wurde und wenn man zweitens darauf achtete, daf nur Blatter benutzt 
wurden, deren Chloroplasten nicht zu stark gequollen waren. 

Ganze Sprosse von Helodea, die in Arecolin belichtet wurden und 
deren Chloroplasten eine prachtige Vakuolenbildung zeigten, wuchsen nach 
48stiindiger Verdunklung in Leitungswasser kraftig weiter und zeigten 
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gegeniiber den Kontrollen keine merklichen Unterschiede. Sie wuchsen nur 

kiimmerlich weiter, wenn die Verdunklung unterblieb und die Sprosse 

sofort dem diffusen Tageslicht ausgesetzt wurden. 

Am schinsten war die Vakuolenbildung in einer Physostigminlésung zu 
erzielen. Bei diesem Alkaloid konnten die Chloroplasten 4—6mal nach 
Riickgang der Vakuolen erneut zur Vakuolenbildung veranlaft werden. 

Der intravitale Vorgang der Plasti- 
denvakuolisation diirfte sich kaum 
besser beweisen lassen. 

- Eine Vakuolenbildung konnte da- 
gegen trotz Anwendung verschiede- 
ner Konzentrationen und Puffer- 
lésungen bei folgenden Stoffen nicht 
erzielt werden: ‘Chinin, Papaverin, 
Percain, Strophantin, Strychnin, 
Sympatol, Oxychinolin, Adrenalin, 
Pilocarpin, Coffein, Theobromin, 
Curare und Nikotinsaéure. Zahlt man 
hierzu die Stoffe, bei denen bereits 
Larz (1942) keine Wirkung erzielen 
konnte (Berberin, Brucin, Colchicin, 
Hydrastin, Morphin), und vergleicht 
sie mit den wirksamen, so diirfte sich 
daraus wohl folgendes. ableiten 
lassen: 

Weder die Molekiilgréfe noch die 

Laie ; Permeabilitét der Stoffe kann einen 

Abb. 1. Sagittaria natans. Blattabschnitt allel ack die wetiaeiaibM las Due. 


etwa 3 cm von der Spitze entfernt. Nach- j 5 
weis der Nikotinaufnahme nach 15 Mi- halten der Alkaloide bei der Vakuo- 


nuten mit Jod-Jodkalium. Starke Spei- lenbildung ausiiben, zumal fast stimt- 
cherung in den Hauptnerven, keine in liche Alkaloide und Anaesthetica 
den Blattfeldern. innerhalb kurzer Zeit in den Zellen 
nachweisbar waren. Auch aus der 
chemischen Zusammensetzung der untersuchten Stoffe laBt sich ohne weite- 
res ein Riickschluf# ‘auf ihre physiologische Wirkung nicht ziehen. Denn ein- 
mal kann das dreiwertige N-Atom, das allen wirksamen, aber auch einigen 
unwirksamen Stoffen gemeinsam ist, kaum eine entscheidende Rolle fiir 
das differenzierte Verhalten der untersuchten Chemikalien spielen, zum 
anderen ist ein Unterschied zwischen sekundaren und tertidren Aminen 
ebenfalls nicht festzustellen. 

Dagegen diirfte der molekularen Struktur, den lipophilen und hydro- 
philen Endgruppen, eine besondere Bedeutung beigemessen werden. So 
zeigen fast alle wirksamen Stoffe eine starke Affinitat zu den Lipoiden. 
Das wird besonders gut sichtbar, wenn man die chemisch verwandten Stoffe 
Ephedrin und Pervitin (wirksam) mit Sympatol und Adrenalin (unwirk- 
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sam) vergleicht. Erstere besitzen die stark lipophile Phenylgruppe sowie 
die ebenfalls lipophile Methylgruppe; letztere zeichnen sich durch den 
Besitz der stark lipophoben Hydroxylgruppe aus. Eine besondere Be- 
deutung scheinen auch folgende Endgruppen zu haben: 


was . CHg3 CoH; H 
N—CHy; -—N> 3 NC NC. 
#7 “ CHg CoHs CH3 


2. Vergleichende Untersuchungen an verschiedenen W asser pflanzen 


Larz (1942) vermutete, daft die bei den einzelnen Wasserpflanzen sehr 
unterschiedliche Vakuolenbildung der Chloroplasten entweder in einer 





Abb. 2. Sagittaria natans. Blattabschnitt etwa 3cm von der Spitze entfernt. Nach- 

weis der Nikotinaufnahme nach 30 Minuten mit Jod-Jodkalium. Sehr starke Spei- 

cherung des Nikotins im Hauptnerv, starke im Quernerv, ganz geringe in den Blatt- 
feldern. 


individuell verschiedenen Speicherung der Alkaloide oder in einem unter- 
schiedlichen Verhalten saccharophyller und amylophyller Pflanzen ihren 
Ursprung haben kénnte. Zur Klarung dieser Frage wurden die Versuche 
auf eine Reihe von Wasserpflanzen ausgedehnt. Bei Lemna trisulca, Lemna 
minor, Cabomba aquatica, Riccia fluitans, Sagittaria natans, Vallisneria 
spiralis, Vallisneria gigantea, Myriophyllum verticillatum, Helodea cana- 
densis, Helodea densa und Helodea callitrichoides setzte die Vakuolen- 
bildung schon nach kiirzester Belichtung in Nikotin- oder Physostigmin- 
lésungen ein. Bei Hottonia palustris, Callitrichhe polymorpha, Ceratophyl- 
lum demersum und bei Utricularia neglecta war eine Vakuolenbildung erst 
nach langer Belichtung zu erzielen. 

Genauer wurde die Alkaloidaufnahme und -speicherung bei Vallisne- 
ria und Sagittaria natans analysiert. 8cm lange Blattstiicke von diesen 
Pflanzen wurden in eine Nikotinlésung (1: 2000, p, 7,12) gelegt und mit 
10000 Lux belichtet. Nach 15, 30 und 60 Minuten wurde die Aufnahme des 
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Nikotins mit Jod-Jodkalium gepriift. Es zeigte sich, daft die Alkaloide 
zunichst durch die Hauptnerven wandern und von den Zellen der Leit- 
biindelscheide elektiv gespeichert werden. Von den Hauptnerven aus wan- 
dern sie durch die Quernerven in die Seitennerven, werden ebenfalls in den 
angrenzenden Zellen gespeichert und gelangen so erst sehr spit in die Blatt- 
felder (vgl. Abb. 1 u. 2; sowie die Tab.). Man darf daher wohl annehmen, daft 
zumindest bei diesen beiden Pflanzen der unterschiedliche Vakuolisations- 
grad innerhalb der einzelnen Blattbezirke auf einer zeitlich verschieden ein- 
setzenden Speicherung beruht. 

Wieweit nun durch saccharophylle oder amylophylle Pflanzen eine 
unterschiedliche Vakuolenbildung hervorgerufen wird, ist schwer zu ent- 
scheiden, da einmal extrem saccharophylle Wasserpflanzen nicht zur Ver- 
fiigung standen, da zum anderen aber auch die Starkepflanzen wohl primar 
Zucker bilden (vgl. Spoehr 1926, Rabinowitch 1945, Troll 1948, S. 391). 
Man darf daher wohl annehmen, daf das differenzierte Verhalten bei der 
Vakuolenbildung nicht durch ein abweichendes Verhalten saccharophyller 
und amylophyller Pflanzen bedingt ist, zumal vergleichende Untersuchun- 
gen bei Utricularia, Cabomba, Sagittaria, V allisneria und Helodea, letztere 
rechnet Lirz nicht zu den extrem amylophyllen Pflanzen, erkennen liefen, 
daft die ersten kleinen Starkekérner bei fast allen Pflanzen zur gleichen 
Zeit auftraten. Es ist aber aus anderen Griinden, auf die bei der Be- 
sprechung der Vakuolisationserscheinungen bei Landpflanzen noch naher 
eingegangen wird, zu vermuten, daf eine unterschiedliche Resistenz der 


Plastiden gegeniiber den Alkaloiden entscheidend fiir die Ausbildung der 
Vakuolen ist. 


3. Nachweis des Zuckers in den Plastidenvakuolen 


Plasmolysiert man Blatter mit vakuolisierten Chloroplasten, so geht die 
Vakuolenbildung zuriick. Bei vorsichtiger Deplasmolyse — als besonders 
giinstiges Plasmolytikum erwies sich eine Liésung nach Brenner (1920) — 
treten die Vakuolen wieder in Erscheinung. Das Aufireten und Verschwin- 
den der Chloroplastenvakuolen lat auf einen osmotisch sehr wirksamen 
Stoff innerhalb der Chloroplasten schliefen.-.Liirz (1942) konnte indirekt 
den Nachweis fiihren, daff der osmotisch wirksame Stoff.wahrend der Photo- 
synthese gebildet wird. Es liegt daher die Vermutung nahe, daf eine An- 
haufung des Assimilationszuckers die Ursache fiir die Verinderung der 
Plastiden ist. Brauchbare mikrochemische Reaktionen, die einen genauen 
Aufschluf iiber die Lokalisation des Zuckers zulassen, gibt es nicht. Der 
Nachweis, daf der in den Chloroplasten wirksame Stoff aus Zuckern besteht, 
wiirde aber schon dann gegeben sein, wenn es gelingt, Zucker in der Nahe 
der Plastidenansammlungen nachzuweisen. 

Die Reaktion mit a-Naphthol nach Molisch (1923), der Zuckernachweis 
mit Fehlingscher Lésung (Molisch 1923), die von A. Meyer (1885) ab- 
geanderie Trommersche Probe und die Reaktion von Fliickinger (nach 
Tunmann-Rosenthaler 1931) erwiesen sich fiir einen lokalisierten 
Zuckernachweis als unbrauchbar. Lediglich bei der etwas verianderten 
Osazonprobe nach Fischer (1890)-Senft (1904) lie® sich bis zu einem 
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gewissen Grade eine Aussage iiber die Verteilung des Zuckers innerhalb der 
Zellen machen. 

In Vorversuchen, die nach den Angaben von Fischer- Sent (1904) 
und Mangham (1915) gemacht wurden, hatte sich herausgestellt, daf die 
Lokalisation der Osazone am besten gegeben war, wenn einmal die Pri- 
parate nicht erwarmt, sondern bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden, 
wenn zum anderen zwei Teile reines Phenylhydrazin (Merck) mit einem 
Teil Natriumacetat (in Glycerin 1:10 gelést) vermischt wurden. Die in 
diese Mischungen iibertragenen Blatter zeigten dabei Osazonkristalle, die 
seltener aus Sphiriten, sondern in der Mehrzahl aus Biischeln, Sternen oder 
Einzelkristallen bestanden. Die Einzelkristalle hatten entweder nadel- 
formige, wetzsteinférmige oder plattenférmige Gestalt. In reinem Alkohol 





Entfernung der unter- | Ort und Stirke der Speicherung nach ..... Minuten: 


wat a ee ge- | ‘Hauptnerven | Quernerven Blattfelder | Seitennerven 


schnittenen Blatter aus: | 45 | 30 | 60 |15| 30 | 60 |15| 30| 60 15 30 | 60 











1 em |t+ |t++)+++) + | ttt ttt + ++ |+++ + | ++] +4++ 
2 em ++ t4++)tt+) +] ++ [t+] — | + [4++) 4+) + | 44+ 
3 em t+ t4+)4+4+) +) ++ [+++] 0) — | ++) -—| + [44+ 
4m ++ [+++l44+| —| t+ [te+l0] — | + |-| + | 44 
5 em ++/t++/+4++! 0] + j+4+) 0) + 0} +) ++ 
6 em ++ [+++|44+4+] —| +4 [+4410] 0.) — 10] +] +4 
7 em ++ |+t+/4+++| —| ++ [+44+}/—| — | + |—|4+4+]/44++ 
Blattspitze t+ [ttl tt+| + [ttt] ttt] +] + | ++] + ++| +++ 
| Boa 
+++ sehr starke Speicherung — sehr schwache Speicherung 
++ starke Speicherung 0 keine Speicherung 


+ schwache Speicherung 


wurden die Kristalle anfanglich kleiner und waren nach 24 bis 48 Stunden 
nicht mehr zu erkennen; dagegen blieben sie in Wasser, Salzsiure und 
Kalilauge erhalten. Eine Blaufarbung mit konzentrierter Schwefelsaiure 
trat nie auf. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden starkefreie Blatter von Helodea 
canadensis und Helodea densa in vier Versuchsreihen aufgeteilt: 

1. Versuchsreihe. Eine Anzahl Blatter wurde in reines Leitungs- 
wasser iibertragen und 3 Stunden unter dem Dunkelsturz aufbewahrt. 

2. Versuchsreihe. Eine Anzahl Blatter wurde in Leitungswasser, dem 
Nikotin im Verhiltnis 1 : 2000 zugesetzt wurde, iibertragen und 3 Stunden 
unter dem Dunkelsturz aufbewahri. 

3. Versuchsreihe. Eine Anzahl Blatter wurde in reines Leitungs- 
wasser iibertragen und mit 20000 Lux bei Warmeausschaltung belichtet. 
Nach 3 Stunden hatten sich in den Chloroplasten kleine Stairkekérner ge- 
bildet. In vielen Zellen war es zu Plastidensystrophen gekommen. 

4. Versuchsreihe. Eine Anzahl Blatter wurde in Leitungswasser, 
dem Nikotin im Verhaltnis 1:2000 zugesetzt war, iibertragen und mit 
20000 Lux bei Wiarmeausschaltung belichtet. Nach 3 Stunden hatten sich 
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in fast allen Zellen grofe Plastidenvakuolen gebildet. In vielen Zellen trat 
Briickenstellung der Chloroplasten ein. 

Nach dieser dreistiindigen Vorbehandlung wurden die Blatter in eine 
Mischung von 1 Tropfen Natriumacetat (in Glycerin 1:10 gelést) mit 
2 Tropfen reinem Phenylhydrazin iibertragen und bei Zimmertemperatur 
beobachiet. 

Ergebnisse aus Versuchsreihe 1 und 2. In den meisten Zellen 
bildeten sich zahlreiche Osazonkristalle; sie blieben aber im Verhialtnis zu 
den anderen Versuchsreihen nur sehr klein und lagen in der Zelle verstreut. 
Eine unterschiedliche Verteilung innerhalb einer Zelle lief sich nicht er- 
kennen. Auffallend war, daf die kleinen, nadelf6rmigen Kristalle in einigen 
Zellen in gréerer, in anderen Zellen nur in ganz geringer Anzahl auftraten. 
Am stiarksten war die Anhaufung in der unmittelbaren Nahe der Leit- 
biindelscheiden. Zwischen der Versuchsreihe 1 und 2 liefen sich keine Unter- 
schiede feststellen. 

Ergebnisse aus Versuchsreihe 3. Die ersten Osazone bildeten 
sich schon nach wenigen Stunden. Die Plastiden lagen in den meisten 
Fallen in Gruppen zusammen und zeigten infolge der Behandlung mit den 
Reagenzien typische Agglutinationsformen. Die Kristalle selbst lagen in 
den Zellen ziemlich verstreut, nur in einigen Fallen lief sich eine leichte Be- 
ziehung zu den Plastidenanhaufungen erkennen. Eine Anderung der 
Kristallverteilung trat auch nach 24 Stunden nicht auf (siehe Abb. 3). 

Ergebnisse aus Versuchsreihe 4. Die ersten Osazonkristalle bilde- 
ten sich ebenfalls schon nach wenigen Stunden. Die Plastiden waren zum 
grofen Teil sehr stark agglutiniert; es lie® sich aber noch deutlich die 
Briickenstellung, die bei der Belichtung in Nikotin entstanden war, erken- 
nen. Der weitaus grofte Teil der Osazone trat in der Nahe dieser Plastiden- 
ansammlungen oder in diesen selbst auf. Nur ein geringer Teil lag aufer- 
halb im Zellumen. Nach 24 Stunden hatien sich z. T. die Gréfe und die 
Anzahl der Osazone noch leicht erhéht. Eine Beziehung zu den Plastiden 
war auch jetzt noch festzustellen (siehe Abb. 4). 

Als vorteilhaft bei diesen Untersuchungen erwies es sich, daft in den in 
Leitungswasser belichteten Blattern oft, wohl infolge der benutzten hohen 
Lichtintensitiaten, Piastidensystrophen auftraten. In den Nikotinlésungen 
zeigten die Chloroplasten in vielen Fallen Briickenstellung. Infolge dieser 
Anhiaufung der Chloroplasten lief sich iiber die Lokalisation der Osazone 
eine bedeutend sicherere Aussage machen, da in diesem Falle ja nicht der 
Zucker in den einzelnen Plastiden, sondern die Zuckeranhaufung in der 
Nahe der Plastidenansammlungen nachzuweisen war. 

Aus der Anhaufung der Osazone in der Nahe der Plastiden nach vor- 
hergehender Belichtung in Nikotin darf man daher wohl mit ziemlicher 
Sicherheit den Schlu® ziehen, daf der in den Plastidenvakuolen osmotisch 
wirksame Stoff aus Assimilationszucker besteht. Damit diirfte die Ver- 
mutung von Liarz (1942), die schon indirekt durch die Assimilationshem- 
mung wahrscheinlich gemacht werden konnte, auch direkt ihre Bestatigung 
gefunden haben. 

Die Briickenstellung der Chloroplasten bei Helodea wahrend der Be- 
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handlung mit Nikotin beschreibt zuerst Herbst (1937). Er gibt an, daft das 
Nikotin in niederen Konzentrationsstufen die Chlorophyllkérnez derart 
verlagert, dafi sie sich als Briicke zwischen die Breitseiten der Zellen auf- 
bauen und dort mehr oder weniger verklumpen. Nach Hanssen (1947) ist 
die Briickenstellung auf eine Wirkung des Alkaloids und nicht auf eine 
Lichtwirkung zuriickzufiihren. 

Die von Herbst beobachtete Verklumpung der Plastiden ist vermutlich 
auf eine zu hohe Nikotinkonzentration zuriickzufiihren. Hanssen konnte 








Abb. 3. Helodea densa. Zuckernachweis Abb. 4. Helodea densa. Zuckernachweis 
mittels Phenylhydrazin. Die Blatter mitiels Phenylhydrazin. Die Blatter 
wurden 3 Stunden in Leitungswasser wurden 3 Stunden in einer Nikotin- 
mit 20000 Lux belichtet. Die Osazon-  lésung (1 : 2000) mit 20000 Lux belichtet. 
kristalle liegen verstreut in der Zelle. Die Osazonkristalle zeigen eine. deut- 
(Nach der Natur mit dem Zeichenappa-  liche Beziehung zu den Plastiden- 

rat gezeichnet.) ansammlungen. (Nach der Natur mit 

dem Zeichenapparat gezeichnet.) 


feststellen, daf in Nikotin (1: 350, py 8,25) die Lebensdauer von Helodea- 
Blattern bei Belichtung 205 Minuten, bei Verdunklung 48 Stunden betrug. 
Die Vakuolenbildung erfolgte aber in einer Konzentration von 1 : 2000. 
Diese Verdiinnung ist weit ungiftiger. Blatter, die in diesen Konzentratio- 
nen im Dunkeln aufbewahrt wurden, zeigten erst nach mehreren Tagen 
leichte Schiden. ‘Die Briickenstellung der Plastiden trat aber bereits viel 
friiher auf und wurde in vielen Fallen nach Ubertragung der Blatter in 
Leitungswasser wieder abgebaut. Sie darf also nicht als Absterbeerscheinung 
aufgefaft werden, sondern scheint vielmehr eine durch das Nikotin hervor- 
gerufene, abgeiinderte Form der Plasmasystrophe zu sein. 
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4. Osmotische Werte der Plastidenvakuolen in Abhingigkeit von der 
Belichtungszeit 


Durch die progressive Vakuolenbildung der Chloroplasten erhalt man 
die Méglichkeit, die Assimilationstiichtigkeit einzelner Chloroplasten an- 
nihernd zu messen, wenn man voraussetzt, daft einmal die Assimilation der 
Chloroplasten durch die Alkaloide nicht allzu stark gehemmt oder gefér- 
dert wird, dafi zum anderen sofort bei Beginn der Belichtung in den 
Alkaloiden der gebildete Assimilationszucker weder in kleinen Mengen 
durch die Plastidengrenzschicht diffundieren noch sich in den Plastiden zu 
Polysacchariden kondensieren kann. 

Da zwischen den Zellinhaltskérpern ein osmotisches Gleichgewicht 
herrscht, muf sich auch bei der Plasmolyse von Zellen mit vakuolisierten 
Plastiden dieses Gleichgewicht zwischen der Konzentration der Zellen, der 
Chloroplastenvakuolen und der anderen Inhaltskérper einerseits sowie der 
Konzentration des Plasmolytikums andererseits wieder einstellen. Die- 
jenige Aufenkonzentration, bei der vakuolisierte Plastiden’ wieder ihren 
normalen Durchmesser erreicht haben, muf daher der jeweilig vorhandenen 
Innenkonzentration der Plastiden entsprechen. Auf diese Weise hat bereits 
Larz (1942) die Abhangigkeit der osmotischen Werte der Plastidenvakuolen 
von der Belichtungszeit gemessen. Er fand dabei, daft in Cocainlésungen 
(1 : 5000) der osmotische Wert der Plastidenvakuolen wahrend der Belichtung 
linear mit der Zeit bis zu einem Wert, der einer 1,2 mol. Traubenzucker- 
lésung entspricht, ansteigt. 

Bei der Wiederholung der Versuche von Lirz wurden einige Abinde- 
rungen vorgenommen: 

1. Statt Cocain wurde Physostigmin oder Nikotin benutzt, da nach 
Untersuchungen von Hanssen (1947) eine wiederholte Vakuolenbildung in 
Cocain erst nach volliger Auswaschung des Alkaloids méglich ist. Hanssen 
fiihrt diese Erscheinung darauf zuriick, daf das Cocain bei langerer Ein- 
wirkung einen assimilationshemmenden Einflu& ausiibt. 

2. Blatter, die untersucht werden sollten, wurden vor der Belichtung in 
Physostigmin- oder Nikotinlésungen zunichst im Dunkeln eine Stunde vor- 
behandelt, da sich herausstellte, daft in Blattern, die % bis 1 Stunde in den 
Alkaloidlésungen im Dunkeln gelegen hatten, die Vakuolenbildung friiher 
einsetzte als in unvorbehandelten Blattern. Verdunklungszeiten iiber eine 
Stunde zeigten keine Abweichungen mehr. Die schnellere Vakuolenbildung 
in vorbehandelten Blattern la&t sich vermutlich dadurch erkliren, daf erst 
bei einer bestimmten Konzentration der Alkaloide innerhalb der Zelle eine 
optimale Vakuolenbildung stattfindet. 

Daher wurden vorsichtig vom Sprof abgetrennte Blatter zunachst in 
eine Physostigminlésung (1 : 2000 in Leitungswasser, p, 7,1—7,25; Tempera- 
tur 19—20° C) iibertragen und eine Stunde lang unter dem Dunkelsturz auf- 
bewahrt. AnschlieBend wurden die Blatter in derselben Lésung mit 
20000 Lux unter Ausschaltung der Warmewirkung belichtet. Beobachtet 
wurden immer nur Zellen aus den Mittelabschnitten der Blattoberseite, da 
die Plastidenvakuolisation in der Blattflache, der Blattbasis, der Mittel- 
rippe, der Blattspitze und in den Randzellen oft sehr unterschiedlich ver- 
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lief. Als Plasmolytikum wurde eine Traubenzuckerlésung in einer Konzen- 
tration von 0,35 Mol bis 1,3 Mol benutzt. Die Differenzen zwischen den ein- 
zelnen Konzentrationsstufen betrugen jeweils 0,05 Mol. Um ein Auswaschen 


Protokoll der Plasmolysereihen VI, VII, VIII und IX 
vom 16., 17., 18. und 19. 8. 1949. 


Stirkefreie Blatter von Helodea densa, dicht unterhalb der Knospen. 
Physostigmin 1 : 2000 in Leitungswasser, Py 7,12. 
Licht: 20000 Lux. 








Normale 
Belichtungs- | Plastiden 
dauer | Aussehen der Plastiden vor der Plasmolyse bei... mol. 
in Minuten | Trauben- 
zucker 
0 Normale Plastiden mit deutlicher Granastruktur | 0,4 
10 Ganz leichte Schwellung, verstirkte Granulierung 0,45 
20 Deutliche Schwellung, Grana aufgelockert 0,5 
30 Deutliche Streifung, Grana verschwunden 0,6 
40 Starke Streifung, vereinzelt leichte Abhebung 0,7 
50 Uberall leichte Abhebung, deutliche Auflockerung | 
des Stromas 0,8 
60 Uberall deutliche. Abhebung, iiberall deutliche | 
Vakuolenbildung 0,9 
70 Uberall deutliche Vakuolenbildung, Vakuolen fast 
so gro wie der normale Plastidendurchmesser. 
Plastiden erscheinen in der Seitenansicht fast 
rund. 1,0 
80 Vakuolen so gro wie der normale Plastiden- | 
durchmesser. Plastiden in der Seitenansicht | 
rund. 1,05 
95 Vakuolen zum Teil gréfer als der normale Pla- 
stidendurchmesser 1,1 
115 Vakuolen mit 1%fachem Plastidendurchmesser | 1,15 
140 Vakuolen mit teilweise 2fachem Plastidendurch- | 
messer | 1,2 
170 Keine Anderungen, einzelne Plastiden beginnen | 
zu verkleben. | 1,2 


des Physostigmins wahrend der Dauer des Plasmolyseversuches zu ver- 
hindern, wurden die Traubenzuckerkonzentrationen mit Physostigmin 
(1 : 2000) angesetzt. Die Blatter wurden von den niedrigeren Konzentrations- 
stufen jeweils in die nachsthéhere gebracht, bis eine Veranderung, d. h. eine 
Verkleinerung des kleineren Plastidendurchmessers nicht mehr zu beob- 
achten war. Da die Plastiden oft einen unterschiedlichen Vakuolisations- 
grad zeigten, wurde diejenige Konzentration als Grenzkonzentration an- 
genommen, in der etwa 50% der Plastiden wieder einen normalen Durch- 
messer besaften. 
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Es mag gleich vorweggenommen werden, daf es sich bei den angefiihr- 
ten Werten immer nur um Mittelwerte handeln kann, da es sehr schwierig 
war, die Konzentration zu ermitteln, bei der 50% der Plastiden wieder 
einen normalen Durchmesser besaften. Schwierigkeiten ergaben sich auch 
bei der Plasmolyse mit Traubenzuckerkonzentrationen, die iiber 0,8 Mol 
lagen, da nur ein Teil der Zellen ohne Schadigungen nach zwei bis drei- 
stiindiger Versuchsdauer das Plasmolysieren iiberstand. 

Die Versuchsergebnisse lassen sich am besten an Hand von Mittelwerten 
wiedergeben, die aus vier Versuchsreihen gewonnen wurden. Da bei etwa 
0,35—0,4 mol. Traubenzucker Grenzplasmolyse auftrat, kann diese Konzen- 
anol Ind. : tration als urspriinglicher 
wr osmotischer Wert der Plas- 
tiden angenommen wer- 





3 den (vgl. Protokoll S. 219). 
wo Stellt man den osmo- 
tischen Zuwachs in Ab- 

o hangigkeit von der Zeit in 
einer Kurve dar, so erhalt 

45 man folgendes Bild (Abb. 
5, Kurve A): Der osmo- 

ast tische Wert der Plastiden 
r steigt in den ersten 20 Mi- 
a7 g nuien langsam an. Da- 





1 in A a 


090000 80 80m. nach erfolgt ein starkerer 
Abb. 5. Helodea densa. A. Der Zuwachs der osmo-_ linearer Anstieg bis zu 
tischen Werte der Plastidenvakuolen in Abhangig- einem osmotischen Wert, 
keit von der Belichtungszeit. Lichtstarke 20 000 Lux. 
B. Die Zunahme des osmotischen Wertes der Plasti- 
denvakuolen pro Zeiteinheit. 





der etwa einer 0,9 bis 
1,.0mol. Traubenzucker- 
lésung entspricht. Von 
diesem Punkt an nahm der osmotische Wert nur noch langsam zu, bis er 
den Héchstwert von 1,2 Mol Traubenzucker erreichte. Der langsamere An- 
stieg der osmotischen Werte nach langerer Belichtung wird wahrscheinlich 
einmal darauf zuriickzufiihren sein, da durch die starke Aufblatterung 
und Vakuolenbildung die Assimilation gehemmt wird; zum anderen diirfte 
aber auch die Zuckeranreicherung eine Assimilationshemmung bewirken. 

In der Kurve B (Abb. 5) ist der Zuwachs der osmotischen Werte von 
10 zu 10 Minuten errechnet. Die Kurve lift besonders deutlich erkennen, 
daf die Zunahme des Assimilationszuckers bis zu einem Wert, der einer 
1,0mol. Traubenzuckerliésung entspricht, pro Zeiteinheit ziemlich konstant 
ist und nur bei Beginn der Belichtung und bei starker Vakuolisation kleiner 
bleibt. 


5. Bestimmung der Assimilationstiichtigkeit von Sprossen mit vakuolisierten 
Plastiden mittels der Winklermethode der O,-Bestimmung 


Mit Hilfe der Gasblasenzahlmethode konnte Treboux (1903) feststellen, 
daf stairkere Konzentrationen von Chinin, Morphium und Cocain die 
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Assimilation aufheben. Beim Herabgehen auf schwachere Konzentrationen 
nahm die schidigende Wirkung allmahlich ab und unterblieb schlieflich 
ganz, wenn die Konzentration den Grenzwert der Giftigkeit erreichte, ging 
aber nie in eine beschleunigte Assimilation iiber. Die Ursache der Assimila- 
tionshemmung glaubt Treboux in einer allgemeinen Schidigung der Zelle 
suchen zu miissen. 

Um nun einen genauen Aufschlu® dariiber zu erhalten, ob mit der 
Vakuolenbildung in den Chloroplasten von Helodea-Sprossen ein Abfall 
der Photosynthese verbunden ist, wurden Untersuchungen mit der 
Winklermethode der O,-Bestim- 
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ken durchfiihren lieBen. Als. Bei- 
spiel sei der Vorversuch II] mit Abb. 6. Helodea canadensis. Versuch VIII 
Helodea canadensis angegeben: vom 12. 10. 1949. 


Protokoll der Assimilationsbestimmung nach Winkler. Vorversuch III 
vom 18. 9. 1949. Belichtungsbeginn: 9.00 Uhr. 


Helodea canadensis, starkefrei. Lichtstarke: 7500 Lux. 
I. Versuchsreihe. 

4 Sprosse mit je 22 Blattquirlen, Frischgewicht: 1,376 g. 

O2-Gehalt des Versuchswassers: 6,27/100 Natriumthiosulfat je 200 cm’. 


II. Versuchsreihe. 
4 Sprosse mit je 22 Blattquirlen, Frischgewicht: 1,420 g. 
Oo-Gehalt des Versuchswassers: 6,27/100 Nath./200 cm’. 


Sauerstoffzuwachs pro Stunde je g Frischgewicht: 


1. Stunde: I: 3,22/100 Nath. II: 3,14/100 Nath. 
2. Stunde: I: 2,81/100 Nath. II: 2,92/100 Nath. 
3. Stunde: I: 2,55/100 Nath. II: 2,71/100 Nath. 
4. Stunde: I: 3,06/100 Nath. II: 2,87/100 Nath. 
5. Stunde: I: 2,84/100 Nath. II: 2,76/100 Nath. 


Auf Grund dieser Vorversuche liefen sich vergleichende Messungen ohne 
Bedenken durchfiihren. Die ersten Versuche mit Alkaloiden zeigten aber, 
daf die Assimilation der Sprosse, die in Physostigmin- oder Nikotinlésungen 
(1: 2000 in O,-erniedrigtem Leitungswasser) belichtet wurden, bedeutend 
geringer zu sein schien als die der Kontrollen in reinem Leitungswasser. Die 
Versuchsresultate seien an Hand eines Protokolls und einer Kurve (Abb. 6) 
dargestellt. 
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Protokoll der Assimilationsbestimmung nach Winkler, Versuch VIII 
vom 12. 10. 1949. Belichtungsbeginn: 15.00 Uhr. 


Helodea canadensis, stirkefrei. Lichtstaérke: 7500 Lux. 
Temperatur: 19,5°C. 

I. Versuchsreihe, Kontrolle. 

4 Sprosse mit je 25 Blattquirlen, Gewicht: 1,426 g. 

O2-Gehalt des Versuchswassers: 5,85/100 Nath./200 cm*. 
IT. Versuchsreihe, Versuch mit Nikotin (1 : 2000). 

4 Sprosse mit je 25 Blattquirlen, Gewicht: 1,432 g. 

O2-Gehalt des Versuchswassers: 4,92/100 Nath./200 cm*. 


Zustand der Plastiden und stiindlicher Sauerstoffzuwachs je 1g Frischgewicht: 


1. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,8/100 Nath. 
Il: de 0,75/100 ,, 
Plastiden leicht gequollen, leichte Streifung, deutlich sichtbare Plasma- 
stromung. 
2. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,41/100 Nath. 
II: os 0.40/100 _,, 
Plastiden stairker gequollen, vereinzelt leichte Abhebung der Plastiden- 
membran. 
3. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,34/100 Nath. 
IT: = 0,37/100_,, 
Plastiden stark gequollen, deutliche Abhebung. 
4. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,33/100 Nath. 
at: zs 0,48/100 _,, 
Alle Chloroplasten zeigen leichte, aber deutliche Vakuolenbildung. Plasma- 
strémung noch sichtbar. 
5. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,51/100 Nath. 
Il: Pa 0,52/100 _,, 
Plastidenvakuolen etwa % so gro wie der normale Plastidendurchmesser. 
6. Stunde: 
I: Sauerstoffzuwachs 2,34/100 Nath. 
Ii: s 0,19/100 ,, 
Vakuolendurchmesser etwa so grof wie der normale Plastidendurchmesser. 
Plastiden dem Rundlichen genihert. 


Deutlicher werden die Ergebnisse, wenn die Werte des abgegebenen 
Sauerstoffes in einer Kurve dargestellt werden (Abb. 6). 

Bei diesen ersten Assimilationsmessungen liegen also bei den Sprossen, 
die in Alkaloidlésungen assimilierten, die Werte der O,-Abgabe bedeutend 
niedriger als bei den Kontrollen. Bei einigen Messungen traten sogar nega- 
tive Werte auf, d. h. der Sauerstoffgehalt des alkaloidhaltigen Wassers lag 
vor der Belichtung héher als nachher. Es lag daher die Vermutung nahe, 
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da Oxydationsprozesse der Alkaloide die Assimilationsmessungen sehr 
stark beeinflussen wiirden, vor allem dann, wenn ihnen der Sauerstoff sozu- 
sagen in statu nascendi geboten wurde. Darauf deuteten einmal die nega- 
tiven Werte sowie die leichte Rotfarbung der Physostigminlésung und die 
leichte Braunfarbung der Nikotinlésung wahrend der Assimilation hin. Auch 
die Tatsache, daft der O,-Gehalt des Wassers der Kontrollflasche vor Beginn 
des Versuches hoéher lag als der des alkaloidhaltigen Wassers, obgleich Kon- 
troll- und Versuchsflasche vorher mit demselben O,-erniedrigten Wasser 
gefiillt worden waren, lief{ auf Oxydationsprozesse der Alkaloide wahrend 
der Assimilation schliefen. Der gleichsinnige Verlauf der Kontroll- und 
Alkaloidkurve war nur eine Bestiatigung fiir diese Annahme. 

pa 
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Abb. 7. Helodea canadensis. Assimilationsversuch XV vom 20. 10. 1949. 
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War diese Vermutung richtig, dann muften die Unterschiede im Sauer- 
stoffgehalt zwischen dem Wasser der Kontroll- und Versuchspflanzen gerin- 
ger werden, wenn die Versuchssprosse nach der Belichtung in alkaloidhalti- 
gen Lésungen in reinem Leitungswasser weiterbelichtet wurden. Die 
folgenden Versuche wurden daher so angestellt, daft die Versuchssprosse 
zunachst mehrere Stunden in alkaloidhaltigem, sauerstofferniedrigtem 
Wasser belichtet wurden, bis sich in allen Blattern eine deutliche Vakuolen- 
bildung zeigte. Nach der Unterbrechung und einer zweistiindigen Wasserung 
im Dunkeln wurden die Kontroll- und die Versuchssprosse in reinem, sauer- 
siofferniedrigtem Wasser weiter untersucht. Ais Beispiel sci aus dieser Ver- 
suchsserie der Versuch XV angefiihrt. 


Protokol] der Assimilationsbestimmung nach Winkler, Versuch XV 
vom 20. 10. 1949. Belichtungsbeginn: 9.00 Uhr. 


Helodea canadensis, starkefrei. Lichtstarke: 7500 Lux. 
Temperatur: 20°C. 
1. Kontrolle. 


4 Sprosse mit je 27 Blattquirlen, Frischgewicht: 1,835 g. 
O2-Gehalt des Versuchswassers: 5,21/100 Nath./200 cm’. 
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Ii. Versuch. Nikotinlésung (1 : 2000). 
4 Sprosse mit je 27 Blattquirlen, Frischgewicht 1,829 g. 
O2z-Gehalt des Versuchswassers: 4,98/100 Nath./200 cm’. 


Die gemessenen Assimilationswerte sind in Abb. 7 wiedergegeben. 

In den ersten 3 Stunden war zwischen der Kontrolle und dem Versuch 
mit Nikotin ein deutlicher Unterschied im O,-Gehalt des Versuchswassers 
festzustellen. Beide Kurven verliefen aber wiederum gleichsinnig. Die 
Plastiden waren nach 5 Stunden in der Nikotinlésung stark gequollen und 

zeigten deutlich Vakuolen. Der Ver- 
such wurde jetzt unterbrochen, so- 
Versuch XH (28.. 1949) : ; . 
nase seca wohl die Kontrollsprosse wie die 
+Ptysostigmia Versuchssprosse wurden im Dunkeln 
a. ee kraftig eine Stunde lang gewassert. 
sr Mit Jod-Jodkalium konnte eine Ab- 
nahme der Alkaloidspeicherung fest- 
gestellt werden, es trat aber immer 
noch in allen Zellen ein starker Nie- 
derschlag auf. 
J ; ' Nach der Wasserung wurden die 
t 4 3 ntet_.*’ § 7 Sprosse der Kontrolle sowie die des 
Versuches in reines Leitungswasser 
Abb. 8. Helodea canadensis. Assimila- tibertragen und in der Assimilations- 
tionsversuch XVIII vom 28. 10. 1949. apparatur weiterbelichtet. Die Dif- 
ferenz zwischen dem O,-Gehali der 
Kontroll- und der Versuchsflaschen war nach der Wasserung langst nicht 
mehr so auffallend wie vor der Wasserung (siehe Abb. 7) und wurde in den 
nachsten Stunden eher noch geringer als gréfer, obgleich die Plastiden- 
vakuolen am Ende des Versuches noch deutlich zu erkennen waren. 

Ganz ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch, wenn Sprosse von Helodea 
canadensis oder Helodea densa zuniichst auferhalb der Assimilationsappara- 
tur in Nikotin- oder Physostigminlésungen vorbelichtet wurden. Als Bei- 
spiel sei der Versuch XVIII angefiihrt. 











Protokoll der Assimilationsbestimmung nach Winkler, Versuch XVIII 
vom 28. 10. 1949. 


Je vier Sprosse von Helcdea canadensis (starkefrei) wurden getrennt in einer 
Nikotinlésung (1: 2000), einer Physostigminlésung (1:2000) und in reinem Lei- 
tungswasser mit 15000 Lux 2 Stunden lang belichtet, bis die Sprosse, die in den 
Alkaloidlésungen lagen, eine deutliche: Plastidenvakuolisation aufwiesen. Alle 
Sprosse wurden daraufhin 2 Stunden im Dunkeln gewiassert. Jod-Jodkalium rief 
einen etwas geringeren Niederschlag als vor der Wasserung hervor; Vakuolen- 
bildung war aber noch deutlich zu erkennen. Nach dieser Vorbehandlung wurden 
die Sprosse auf ihre Assimilation gepriift. Die Ergebnisse sind in Abb. 8 angefiihrt. 


Es zeigte sich in diesem Versuch, wie aus Abb. 8 hervorgeht, daf die 
Assimilationswerte der in den Alkaloiden vorbehandelten Sprosse zwar 
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nicht so hoch lagen wie die Werte der Kontrolle, da& aber trotz der Vakuoli- 
sation der Chloroplasten langst nicht der Unterschied vorhanden war, wie 
er in den ersten Versuchen (vgl. Abb. 6) auftrat, wenn die Assimilation der 
Sprosse in den Alkaloidlésungen gemessen wurde. 

Aus allen diesen Versuchen kann man wohl mit Recht schliefen, da die 
ersten Resultate mit der viel geringeren Sauerstoffausscheidung der in den 
Alkaloidlésungen belichteten Sprosse zumindest nicht in ihrem ganzen Um- 
fang auf eine Assimilationshemmung durch Nikotin oder Physostigmin 
zuriickzufiihren sind. Ob iiberhaupt eine Hemmung der Assimilation erfolgt, 
ist auf Grund der durchgefiihrten Versuche mit Nikotin oder Physostigmin 
nicht zu sagen, da ihre Oxy- Pi Versuch Haat (521. 949) 
dation eine genaue Bestim- — 
mung des von den Pflanzen x 
ausgeschiedenen Sauerstoffes " 
nicht zulaRt. Wenn trotz- %4 
dem im folgenden noch 


einige Versuche beschrieben n 1 : n 1 ' Piien: 


7 2 


*Mikotin 








a -—. eS ee 
werden, dann nur, um et- Stunden ——— indae 
- : ; Abb. 9. Helodea densa. Assimilationsversuch XX VI 
waige Vergleichswerte zu er- + 
vom 5. 11. 1949. 
halten. 


Die letzten Untersuchungen iiber die Assimilation von Sprossen in Al- 
kaloidlésungen wurden so durchgefiihrt, daf nur noch Leitungswasser be- 
nutzt wurde, dessen O,-Spannung nicht herabgesetzt worden war. Die Al- 
kaloidlésungen und das Kontrollwasser wurden so lange an der Luft stehen 
gelassen, bis die Nikotinlésung eine leicht braune, die Physostigminlésung 
eine helle weinrote Farbung annahmen. In diesen Liésungen wurde die 
Assimilationstiichtigkeit der Sprosse bestimmt. Durch die Verwendung der 
Versuchsflaschen mit den seitlich angesetzten Ausbuchtungen (nach Bau- 
meister 1943) konnte die Bestimmung des gasférmig ausgeschiedenen Sauer- 
sioffes ohne Schwierigkeiten durchgefiihrt werden. 

Die Ergebnisse aus diesen Versuchsreihen seien an Hand des Ver- 


suches XX VI erlautert. 


Protokoll der Assimilationsbestimmung nach Winkler, Versuch XXVI 


vom 5. 11. 1949. Belichtungsbeginn 15.00 Uhr. 


Helodea densa, starkefrei. Lichtstarke: 7500 Lux. 
Temperatur: 21,5°C. 
Oz2-Gehalt des Versuchswassers wurde stiindlich neu bestimmt. 
I. Versuchsreihe. Kontrolle in Leitungswasser. 
3 Sprosse mit je 20 Blattquirlen, Gewicht 1,86 g. 
II. Versuchsreihe. Versuch mit Nikotin (1 : 2000). 
3 Sprosse mit je 20 ‘Blattquirlen, Gewicht: 1,73 g. 


Zustand der Plastiden nach der: 


1. Stunde: Leichte Streifung in der Seitenansicht. Auflockerung der Granastruktur. 
Plasmastrémung lebhaft. 


Protoplasma, Bd. XL/2. 15 
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2. Stunde: Uberall leichte Abhebung. Plastiden z. T. leicht zerkliiftet. Plasma- 
strémung wieder langsamer. 

3. Stunde: Uberall deutlich einsetzende Vakuolisation der Plastiden. 

4. Stunde: Deutliche Vakuolisation. Starkere Zerkliiftung der Plastiden. 

5. Stunde: Stirkere Vakuolenbildung. Plastidendurchmesser in der Seitenansicht 
etwa doppelt so gro wie der normale. Teilweise Briickenstellung der 
Plastiden. Osmotischer Wert der Plastidenvakuolen entspricht ungefahr 
einer 0,95 mol. Traubenzuckerliésung. 

6. Stunde: Vakuolisation weiter fortgeschritten. Plastiden stark zerkliiftet. 

7. Stunde: Héchstmaf der Vakuolisation erreicht. 

8. Stunde: Keine Anderungen. Alle Zellen lassen sich plasmolysieren. 


Die Assimilationswerte lassen sich am besten an Hand einer Kurve dar- 
stellen (Abb. 9). 

Bei dieser Versuchsanordnung zeigte es sich, daf der Assimilations- 
unterschied zwischen den Sprossen der Kontrolle und den Sprossen in Niko- 
tin oder Physostigmin nicht allzu grof war. Nach etwa fiinfstiindiger 
Belichtung setzte dann ein deutlicher Abfall der Alkaloidkurve ein. Ver- 
gleicht man die Kurve mit dem Zustand der Plastiden, so kann man fest- 
stellen, da dieser Abfall beginnt, wenn der Plastidendurchmesser etwa 
auf das Doppelte vergréfert ist und der osmotische Wert der Plastiden- 
vakuolen etwa dem Wert einer 0,9—1,0 mol. Traubenzuckerlésung entspricht. 
Andere Versuche zeigten ahnliche Ergebnisse; vereinzelt traten auch Ab- 
weichungen auf. 

Vergleicht man die Assimilationswerte der Nikotinkurve aus Abb. 9 mit 
dem Anstieg der osmotischen Werte der Plastidenvakuolen mit der Zeit aus 
Abb. 5, so ergibt sich eine auffallende Ahnlichkeit zwischen beiden Kurven. 
Die Assimilationswerte, einmal in mol. Traubenzucker und einmal in 
n/i00 Nath. ausgedriickt, bleiben bei beiden Kurven anfanglich ziemlich 
konstant im Verhaltnis zur Zeiteinheit. Erst bei starkerer Vakuolisation, 
bei einem osmotischen Wert von 0,9—1,0 mol. Traubenzucker, ist in beiden 
Kurven ein deutlicher Abfall der Photosynthese zu erkennen. Der Unter- 
schied in den beiden Kurven liegt nur darin, daf einmal bei starkerer 
Lichtintensitaét die Vakuolenbildung friiher (Abb. 5), bei schwacheren Licht- 
intensitaten hingegen spater einsetzt (Abb. 9). 

Vergleicht man nun in Abb.9 die Kontrollkurve mit der Nikotinkurve, 
vergleicht man zum anderen die Nikotinkurve aus Abb.9 mit der Kurve 
der osmotischen Werte der Plastidenvakuolen in Abhangigkeit von der 
Zeit (Abb. 5) und zieht auferdem noch die Untersuchungen iiber den Zucker- 
nachweis der Plastidenvakuolen zu Vergleichen heran, so darf man wohl 
folgende Schliisse ziehen: 

1. Die progressive Vakuolenbildung der Chloroplasten in verschiedenen 
Alkaloiden wihrend der Belichtung wird durch eine Ansammlung des Assi- 
milationszuckers in den Chloroplasten verursacht. 

2. Die osmotischen Werte der Plastidenvakuolen wachsen anfianglich li- 
near mit der Belichtung an. Eine starke Assimilationshemmung wird zu Be- 
ginn der Belichtung durch die Aufblatterung der Plastiden mit grofer Wahr- 
scheinlichkeit nicht hervorgerufen. 
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3. Die Vakuolenbildung der Chloroplasten von Helodea in Alkaloiden 
bietet die Méglichkeit, die Assimilationsfahigkeit einzelner Chloroplasten 
zu priifen. Denn einmal steigen die osmotischen Werte, die durch den Assi- 
milationszucker bedingt sind, mit der Zeit an. Zum anderen findet trotz der 
Anwesenheit der Alkaloide eine Assimilation statt, zumindest wird sie nicht 
allzu stark gehemmt. 

4. Eine exakte, quantitative Assimilationsmessung ist auf Grund der 
Vakuolenbildung der Chloroplasten noch nicht méglich. 


III. Versuche mit Landpflanzen. 

Bisher sind nur Wasserpflanzen zu Untersuchungen iiber die Vakuolen- 
bildung der Plastiden durch Alkaloide herangezogen worden. Bei den Land- 
pflanzen ist die Untersuchung insofern erschwert, weil hier die Alkaloide 
den Blattorganen durch den Transpirationsstrom zugefiihrt werden miissen. 
Da aber die Alkaloide und Anaesthetica nur im alkalischen Bereich vom 
Cytoplasma und von den Vakuolen gespeichert werden und Plastidenvakuo- 
len hervorrufen (vgl. Larz 1942, Hanssen 1947), ist die Wandergeschwin- 
digkeit stark begrenzt, zumal, wie Hanssen nachwies, die Alkaloide in 
groRen Mengen von den Zellen gespeichert werden. 

Wie schon die Versuche mit Vallisneria und Sagittaria natans zeigten, 
gelangen die Alkaloide erst sehr spat in die Blattfelder, da ihre Speicherung 
in den Leitbiindelscheiden die Ausbreitung sehr stark verzégert. Noch aus- 
gepragter als bei Vallisneria und Sagittaria natans machie sich diese lang- 
same Wanderung der Alkaloide bei Landpflanzen bemerkbar. Wurden 
z. B. Blatter von Sagittaria subulata, Canna flaccida, Sagittaria sagittifolia, 
Chrysanthemum Indicum, Primula Sinensis, Allium, Iris und Yucca, die 
eine optimale Transpiration zeigten, in Nikotin- oder Physostigminlésungen 
gestellt und belichtet, so war selbst nach vielstiindiger Belichtung eine Va- 
kuolenbildung nicht zu erzielen. Lediglich in den Blattstielen und in der 
Basis der Blattflache traten vereinzelt vakuolisierte Chloroplasten auf. Die 
Alkaloide waren auch nach Stunden nicht in den Blattspreiten nachweisbar. 
Nur in den Leitbiindelscheiden trat mit Jod- Jodkalium ein Niederschlag auf. 
Die Versuche bestatigten, da einmal die Alkaloide bei ihrer Ausbreitung 
in pflanzlichen Geweben sich so verhalten, wie dies von basischen Farb- 
stoffen immer wieder beobachtet werden konnte (vgl. Strugger 1935, 1949; 
Drawert 1939, 1940), und daf{ zum anderen die Wandergeschwindigkeit 
mit dem Transpirationsstrom zu langsam erfolgte, um, wenn iiberhaupt, 
vor Beginn der Starkebildung in die Blattflachen zu gelangen. 

Wurden starkefreie Blatistiicke mit einer Alkaloidlésung infiltriert und 
in derselben Lésung belichtet, so war eine Vakuolenbildung nicht zu er- 
zielen, obgleich in fast allen Zellen eine gleichhmafig starke Alkaloidspeiche- 
rung festzustellen war. Daf trotzdem die Vakuolenbildung unterblieb, lag 
daran, daf die ‘Photosynthese untergetauchter Blatter von Landpflanzen 
unterbunden oder zumindest sehr stark gehemmt wird (vgl. Nagamatsz 
1888, Willstatter und Stoll 1918, Gessner 1940 und Popoff 1941). 

Bei Blattstiicken von Sagittaria subulata, Sagittaria sagittifolia, Primula 
Sinensis, Chrysanthemum Indicum und Allium moly, die ohne Infiltration 
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in eine Alkaloidlésung gelegt und belichtet wurden, bildeten sich in den 
Randpartien der Blattstiicke, die auf den Lésungen schwammen, intravitale 
Chloroplastenvakuolen. Die Vakuolenbildung ging aber zur Mitte der 
Blattstiicke immer mehr zuriick. Diese nach innen abklingende Vakuolen- 
bildung entsprach véllig der Alkaloidaufnahme und -speicherung, die eben- 
falls einen starken Gradienten von den Randern zur Mitte hin aufwies. 
Bei den Versuchen mit Blattstiidken traten aber verschiedentlich in den 
Stomatazellen vakuolisierte Plastiden auf. Es wurden daher Epidermis- 
hiutchen von der Blattunterseite von Tradescantia Virginica vorsichtig ab- 
gezogen, mit der Unterseite auf eine Nikotinlésung (1: 2000) gelegt, ohne 
dabei die Oberseite zu benetzen. 
Nach einer halbstiindigen Verdunk- 
lungszeit zeigten alle Zellen, vor 
allem die Schliefizellen, eine starke 
Nikotinspeicherung. Bei der Belich- 
tung mit 10000 Lux traten nach 
anfanglicher Quellung — die Starke- 
kérner wurden dabei kleiner -— 
deutlich sichtbare Chloroplastenva- 
kuolen auf. In den Dunkelkontrol- 
ien (Nikotin und Leitungswasser) 
Abb. 10. Rhoeo discolor. Spaltéffnung SWie in den in Wasser belichteten 
mit vakuolisierten Plastiden. Nach drei- Epidermishiutchen trat eine Va- 
stiindiger Belichtung mit 15000 Lux in kuolenbildung auch nicht andeu- 
einer Physostigminlésung (1 : 2000 in Lei- tungsweise auf. Ahnliche Ergebnisse 
tungswasser). zeigten sich auch bei Rhoeo discolor 
(Abb. 1%'. Ebenso lie8 sich in den 
Stomatazellen von Antirrhinum maius, Centaurea montana, Calendula of- 
ficinalis, Dracaena latifolia, Oenothera biennis und Helichrysum monstro- 
sum eine progressive Vakuolenbildung bei gleichzeitigem Abbau der 
Schliefizellenstirke beobachten. Ubertrug man Epidermishaiutchen mit 
vakuolisierten Plastiden in Leitungswasser, so ging die Vakuolenbildung im 
Dunkeln zuriick, dabei vergréferten sich wiederum die Stirkekérner in den 
SchlieBzellen. Die Stomatazellen erwiesen sich gegeniiber den Alkaloiden 
als sehr widerstandsfahig und blieben selbst nach Tagen noch am Leben, 
wenn die Epidermiszellen bereits tot waren, obgleich in ihnen die Alkaloid- 
speicherung am starksten auftrat. Schon aus diesem Grunde diirfte es sich 
bei der Vakuolenbildung nicht um eine Absterbeerscheinung handeln. 
Am giinstigsten lief sich eine Vakuolenbildung der Chloroplasten bei 
Landpflanzen erzielen, wenn Flachenschnitte von der Unterseite der Blatter 
hergestellt und auf einer Alkaloidlésung schwimmend belichtet wurden. 
Blatter, die untersucht werden sollten, wurden vorher an den Pflanzen 
verdunkelt, bis aufer in den Schliefzellen keine Starke mehr festzustellen 
war. Die Beobachtung der Vakuolenbildung erfolgte im allgemeinen von 
der Epidermis her, weil so die am wenigsten geschadigten oder durch Wund- 
reiz beeinflu&ten Zellen beobachtet werden konnten. 
Starkefreie Flachenschnitte von Centaurea montana zeigten, nachdem sie 
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eine halbe Stunde im Dunkeln auf einer Nikotinlésung (1 : 2000) geschwom- 


men hatten, in allen 
Zellen eine starke Spei- 
cherung des Alkaloids. 
Die enorme Anhiaufung 
des rotbraunen Nieder- 
schlages (Jod- Jodkalium- 
Reaktion) in den Basis- 
zellen der Haare diirfte 
sich wohl dadurch erkla- 
ren lassen, daft es sich 
hier um Orte gesteigerter 
kutikulaérer Transpira- 
tion handelt (vgl. Strug- 
ger 1958, 1959a und b). 

Wurden diese vorbe- 
handelten Schnitte in 





derselben Lésung belich- pb. 11. Centaurea montana. Vakuolenbildung in 
tet, so zeigten sich fol- der Epidermis nach dreistiindiger Belichtung mit 
gende Ergebnisse: 10000 Lux in Nikotin (1 :2000). (Nach der Natur 


In den Schliefzellen 


quollen die Chloroplasien 


mit dem Zeichenapparat gezeichnet.) 


zunachst auf, dabei wichen die Starkekérner auseinander; zwischen ihnen 





Abb. 12. Centaurea montana. Va- 
kuolenbildung im Mesophyll. Nach 
vierstiindiger Belichtung mit 10 000 
Lux in Nikotin (1:2000). Auf- 
fallend ist der starke Unterschied 
im Vakuolisationsgrad der Plasti- 
den. (Nach der Natur mit dem 
Zeichenapparat gezeichnet.) 


traten hellere Streifen auf, die nach und 
nach gréRer wurden. Nach 2 Stunden war 
eine deutliche Vakuolenbildung zu erken- 
nen (Abb. 11). 

In der Epidermis wurden die Chloro- 
plasten in der Seitenansicht anfanglich 
streifig und bildeten nach einer Stunde 
kleine Vakuolen. Nach langerer Belichtung 
nahm die Gréfe der Vakuolen noch be- 
trachtlich zu (Abb. 11). 

Im Mesophyll quollen die Chloro- 
plasten zunachst auf und verloren dabei 
ihre Granastruktur. Nach langerer Belich- 
tung war in allen lebenden Zellen eine 
starke Vakuolenbildung zu erkennen. Be- 
merkenswert war der oft erhebliche Unter- 
schied im Vakuolisationsgrad zwischen 
den einzelnen Chloroplasten einer Zelle 
(Abb. 12). Im Dunkeln ging die Vakuolen- 
bildung zuriick, wenn die Schnitte in Lei- 
tungswasser iibertragen wurden. Eine er- 
neute Vakuolenbildung war méglich. 

Besonders gut war die Vakuolenbil- 
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dung bei Chrysanthemum Indicum (Abb.13) und bei Primula Sinensis 
(Abb. 14) zu beobachten. Die Vakuolenbildung setzte zuerst in der Epidermis, 
dann in den Spaltéffnungen und zuletzt im Mesophyll ein. Wahrend in der 
Epidermis die Vakuolenbildung bald ihren Héhepunkt iiberschritten hatte, 
ging sie im Mesophyll noch weiter. Auffallend war auch bei diesen Pflanzen 
der oft sehr unterschiedliche Vakuolisationsgrad der einzelnen Chloroplasten 
innerhalb einer Zelle. Bei Ubertragung der Versuchsschnitte in Leitungs- 
wasser ging wahrend der Verdunklung die Vakuolenbildung am schnellsten 
in den Stomatazellen, dann in der Epidermis und zuletzt im Mesophyll 
zuriick. Nach 24—48 Stunden waren fast alle Chloroplasten wieder normal. 

Ganz ihnliche Ergebnisse wie 
bei Centaurea und bei Primula 
lieRen sich auch bei Calendula 
officinalis, Helichrysum monstro- 
sum, Rudbeckia hirta, Yucca ar- 
borescens, Lilium candidum (Abb. 
15) und bei Pelargonium zonale 
erzielen. Wahrend bei den vor- 
her genannten Pflanzen die Va- 
kuolenbildung bereits nach 1—2 
Stunden deutlich sichtbar wurde, 


Abb. 13. Chrysanthemum Indicum. Vakuo- trat sie bei Aquilegia vulgaris, 
lenbildung im Mesophyll nach dreistiindiger Dianthus imperialis, Tinantia fu- 
Belichtung mit 20000 Lux in Physostigmin ax und bei Tigridia pavonia erst 
(1 : 2000). nach drei- bis vierstiindiger Belich- 
tung auf und erreichte auch nie 
das Ausmaf wie bei ersteren Pflanzen. Bei Canna discolor, Iris Pseudacorus 
und Iris graminea setzte die Vakuolenbildung mit noch gréferer Verzige- 
rung ein und entstand zuerst in den langgestreckten Zellen, die die Leit- 
bahnen umgaben. Das verzégerte Einsetzen der Vakuolenbildung war nicht 
begriindet in einer unterschiedlichen Alkaloidspeicherung, sondern diirfte 
vielmehr darin zu suchen sein, dafi die Chloroplasten der verschiedenen 
Pflanzen eine sehr unterschiedliche Konsistenz besitzen. 

Bei Antirrhinum maius trat in einigen Fallen eine klar erkennbare Va- 
kuolenbildung ein, in anderen Fallen lie® sich iiberhaupt keine Vakuolen- 
bildung erzielen, in wieder anderen Fallen bildeten sich in einigen Zell- 
komplexen Vakuolen, in anderen nicht. Alle diese Abweichungen und 
Eigenarten bediirfen noch der naheren Analyse. 

Wahrend bei Iris pumila und Iris pallida die Plastiden der Schlief- 
zellen bereits nach 2 Stunden Vakuolen aufwiesen, konnte im Mesophyll 
erst nach 24stiindiger Belichtung eine Vakuolenbildung hervorgerufen wer- 
den. Bei Iris Germanica war auch nach 48stiindiger Belichtung weder in 
den Schlie&zellen noch im Mesophyll Chloroplastenvakuolisation zu er- 
zielen. 

Kine etwas abweichende Plastidenvakuolisation zeigte Nicotiana af finis. 
Im Gegensatz zu den Spaltéffnungen, in denen nur nach langerer Belich- 
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tung eine Vakuolenbildung eintrat, entstand schon nach kurzer Belichtung 
im Mesophyll eine priachtige Vakuolenbildung (Abb. 16). Das Stroma blieb 


in vielen Fallen randstiandig lie- 
gen. Auffallend war, daf die 
Granastruktur bei der Vakuolisa- 
tion sehr lange erhalten blieb. 
Sowohl bei stiirkerer Vakuolen- 
bildung wie auch vor allem an- 
finglich bei der Aufquellung der 
Chloroplasten liefen sich sehr 
schén in der Seitenansicht die 
geldrollenférmig _iibereinander- 
liegenden Grana erkennen, wie 
es Strugger (1950) bei Mono- 
cotyledonen beschreibt (Abb. 16). 
Es konnten etwa 7—12 Grana 
iibereinander und etwa 6—10 
Grana nebeneinander ausgezahlt 





Abb. 14. Primula Sinensis. Plastidenvakuo- 
lisation im Mesophyll nach dreistiindiger 
Belichtung in Nikotin (1 : 2000). Belichtung 

15000 Lux. 


werden. Diese geldrollenférmige Anordnung der Grana scheint, wie auf 
Grund dieser Beobachtungen vermutet werden kann, nicht nur den mono- 





Abb. 15. Lilium candidum. Vakuolenbildung der 

Plastiden im Mesophyll nach dreistiindiger Belichtung 

mit 15 000 Lux in einer Nikotinlésung (1 : 2000). (Nach 
der Natur mit dem Zeichenapparat gezeichnet.) 





cotylen, sondern auch den 
dicotylen Pflanzen zuzu- 
kommen. 


Bei Drimiopsis macu- 


poidlamellen 
mig iibereinander liegen. 


lata lief sich sehr schén 
erkennen, wie sich wah- 
rend der Vakuolenbil- 
dung der Chloroplasten 
eine feine Haut von dem 
Plastidenstroma abhob 
und die Plastiden um- 
spannte (Abb. 17). Wah- 
rend der Aufquellung der 
Chloroplasten konnte ver- 
schiedentlich beobachtet 
werden, daf die Grana 
als Verdickungen der Li- 


reihenfér- 


IV. Besprechung der 


Ergebnisse. 


Betrachtet 


man die 


Vakuolisationserschei- 
nungen der Chloroplasten bei Land- und Wasserpflanzen, so ist auffal- 


lend, da die Vakuolenbildung bei den verschiedenen Pflanzen sehr unter- 
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schiedlich verlauft und auch innerhalb einer Pflanze, ja oft innerhalb einer 
Zelle betrachtliche Unterschiede aufweisen kann. 

Diese unterschiedliche Vakuolenbildung kénnte durch ein abweichendes 
Verhalten der verschiedenen Pflanzen gegeniiber den Alkaloiden hervor- 
gerufen werden. 

Wie die Versuche mit Sagittaria natans und Vallisneria spiralis sowie 
die Versuche mit ganzen Blattern oder Blattstiicken zeigen, tritt in der Tat 
eine verschieden starke Speicherung der Alkaloide auf. Der Grund hie- 
fiir liegt aber nicht in der unterschiedlichen Aufnahmefiahigkeit der ein- 
zelnen Zellen fiir Alkaloide, sondern darin, daft die Alkaloide infolge ihrer 
langsamen Wandergeschwindigkeit, hervorgerufen durch die elektrostatische 
Adsorption an den Zellwianden sowie durch die elektive Speicherung durch 
die Zellinhalte der Leitbiindelscheiden, nur sehr spat oder in vielen Fallen 
iiberhaupt nicht in die einzelnen Blattabschnitte gelangen. Bei den Ver- 
suchen mit den diinnen Blattern von Wasserpflanzen und den Epidermis- 
haiutchen oder Flachenschnitten von Landpflanzen lieRen die Alkaloide 
sich hingegen schon nach kiirzester Zeit in allen Zellen nachweisen. Eine 
verschieden starke Alkaloidspeicherung diirfte daher wohl bei gréferen 
Blattstiicken oder bei ganzen Blattern, nicht aber bei Flachenschnitten, bei 
Epidermishautchen oder bei Blattern, die mit der Gesamtoberfliche die 
Stoffe aus dem Wasser aufnehmen, den Ausschlag fiir die unterschiedliche 
Vakuolenbildung geben. 

Erst recht kann aber das sehr unterschiedliche Verhalten der Chloro- 
plasten innerhalb einer Zelle nicht durch einen Speicherungsunterschied 
erklart werden. 

Untersucht man die Frage, ob Starke- und Zuckerpflanzen sich bei der 
Vakuolenbildung der Chloroplasten unterschiedlich verhalten, wie es Larz 
(1942) vermutete, so darf man diese Frage ebenfalls wohl mit ziemlicher 
Sicherheit verneinen. Denn einmal bildeten Pflanzen, die zweifellos zu den 
amylophyllen zu zahlen sind, wie z. B. Pelargonium, Nicotiana, Chrysan- 
themum und Primula, schon nach verhaltnismafig kurzer Belichtungszeit 
Plastidenvakuolen. Dagegen liefen sich bei einigen als saccharophyll be- 
kannten Pflanzen, wie Iris, Clivia und Tulipa, nur sehr schwer oder iiber- 
haupt keine Plastidenvakuolen hervorrufen. Andere saccharophylle Pflan- 
zen, wie Yucca, Lilium, Drimiopsis, bildeten dagegen schon nach kurzer 
Belichtung prachtige Vakuolen. 

Die vorliegenden Untersuchungen scheinen eher dafiir zu sprechen, daft 
eine fiir die verschiedenen Pflanzen charakteristische Konsistenz der Pla- 
stiden die Ursache dafiir ist, daR bei einigen Pflanzen das Stroma der 
Plastiden leicht aufquellen kann, bei anderen dagegen weniger. 

Ob das unterschiedliche Verhalten der Chloroplasten innerhalb einer 
Zelle ebenfalls auf eine Abweichung in der Konsistenz der Plastiden zuriick- 
zufiihren ist, ist schwer zu entscheiden. Kiister (1937, 104) meint zwar, 
daB die Resistenz der Plastiden einer Zelle deutlich verschieden sein kann, 
da ihm bei der Untersuchung kraftig wachsender Bryopsis-Faden zuweilen 
auffiel, dafi in Wasser nur ein geringer Teil der Chloroplasten (1%) sich 
vakuolisierte, daft aber alle anderen derselben Zelle normal erhalten blieben. 
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Bei der Belichtung in Alkaloiden diirfte aber der Unterschied im Va- 
kuolisationsgrad innerhalb einer Zelle eher in einer verschieden starken 
Assimilationstiichtigkeit der Chlorophyllkérner begriindet sein. Denn ein- 
mal nahm die Gréfe der Vakuolen in den Plastiden, die anfanglich nur 
kleine Vakuolen zeigten, noch zu, wenn die anderen Chloroplasten kaum 
noch eine VergréRerung der Vakuolen erkennen liefen. Zum anderen ging 
bei der Plasmolyse mit Traubenzucker die Vakuolenbildung in diesen we- 
niger aufgequollenen Chloroplasten schneller zuriick als in den stiarker 





Abb. 16. Nicotiana affinis. Plastiden- Abb. 17. Drimiopsis maculata. Plasti- 
vakuolisation im Mesophyll. Einzelne denvakuolisation im Mesophyll nach 
Chloroplasten zeigen in der Seiten- eineinhalbstiindiger Belichtung mit 
ansicht eine geldrollenférmige Anord- 20000 Lux in Nikotin (1 : 2000). 


nung der Grana. (Nach der Natur mit 
dem Zeichenapparat gezeichnet.) 


vakuolisierten. Das spricht dafiir, dai die osmotischen Werte in ersteren 
nicht so hoch liegen wie in letzteren. Nimmt man an, daft die Photo- 
synthese bei allen Chloroplasten gleich stark, die Konsistenz aber un- 
gleich ist, so diirften trotz der unterschiedlichen Vakuolisation die osmoti- 
schen Werte doch in allen Chloroplasten gleich hoch liegen. Infolgedessen 
mite wahrend der Plasmolyse bei allen Chloroplasten die Vakuolisation 
gleichmafRtig zuriickgehen. Das war aber bei den Versuchen nicht der Fall. 
Es zeigte sich im Gegenteil sehr deutlich, daf der osmotische Wert der 
einzelnen Chloroplasten und damit auch die Assimilationstiichtigkeit inner- 
halb einer Zelle sehr unterschiedlich sein kann. 

Die physiologische Wirkung der Alkaloide scheint, wie aus den Ver- 
suchen mit Landpflanzen hervorgeht, nicht nur, wie Larz (1942) es ver- 
mutet, in einer Verdichtung der Plastidengrenzschicht zu beruhen, sondern 
mehr komplexer Natur zu sein. Wahrscheinlich greifen die Alkaloide auch 
in die enzymatische Regulierung des Starkeauf- und -abbaues ein. Es 
besteht nimlich kein Grund zur Annahme, da der Aufbau der Starke bei 
amylophyllen Land- und Wasserpflanzen ohne weiteres unterbleiben sollte, 
auch wenn eine Verdichtung der Plastidengrenzschicht angenommen wird; 
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Plastidenvakuolen diirften aber bei amylophyllen Pflanzen nicht auf- 
treten, wenn nicht die Kondensation des Assimilationszuckers zu Starke 
irgendwie beeinfluf#t wird. Fiir diese Vermutung spricht einmal, daft bei 
der Vakuolenbildung der Chloroplasten niemals ein Zuwachs von Starke 
festgestellt werden konnte. Entweder blieben die Stairkekérner, die vor 
der Belichtung in den Chloroplasten auftraten, in ihrer Gréfe erhalten 
ader sie traten auch bei sehr langer Belichtung nicht auf, wenn sie vorher 
nicht vorhanden waren. Zum anderen bildeten sich Plastidenvakuolen in 
Nikotin- oder Physostigminlésungen dann, wenn in den in Leitungswasser 
belichteten Kontrollblittern die ersten kleinen Stirkekérner sichtbar wur- 
den. Wird aber nur die enzymatische Regulierung des Stirkeaufbaues be- 
einflu®t, dann miifte zusatzlich noch die Semipermeabilitat der Plastiden- 
grenzschicht beeinflu&t werden, da auch extrem saccharophylle Pflanzen, 
wie z. B. Yucca und Allium, sehr leicht zur Chloroplastenvakuolisation 
neigten. 

Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, daft die Alkaloide die Konden- 
sation der Monosaccharide zu Di- oder Oligosacchariden verhindern. Unter 
diesen Umstianden kénnte die Plastidenvakuolisation erklart werden, ohne 
ein Anwachsen der Semipermeabilitat der Plastidengrenzschicht annehmen 
zu miissen. Denn die Verhinderung der Entstehung weniger osmotisch wirk- 
samer Stoffe miifte bei Starkepflanzen und auch bei Zuckerpflanzen zu 
héheren osmotischen Werten und damit zur Vakuolenbildung fiihren. 


C. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Es wurde die Wirkung von Alkaloiden und Anaesthetica auf die 
Chloroplasten iiberpriift. Gleichzeitig wurde der Versuch unternommen, 
eine Methode auszuarbeiten, mit der die Assimilationsfahigkeit einzelner 
Chloroplasten festgestellt werden kann. 

2. Auer den Alkaloiden und Anaesthetica Nikotin, Cocain, Atropin, Co- 
niin, Novocain und Pantocain (nach Lirz 1942, Hanssen 1947) rufen auch 
Ephedrin, Arecolin, Physostigmin, Pervitin, Scopolamin und Larocain eine 
intravitale Plastidenvakuolisation bei gleichzeitiger Belichtung hervor. Die 
Vakuolisation der Chloroplasten ist reversibel. Sie konnte in Physostigmin-, 
Arecolin- und Scopolaminlésungen mehrere Male nach Einschaltung einer 
Wasserung und Verdunklung wiederholt werden. 

Die Vitalitaét der Vakuolenbildung konnte durch die Weiterkultur von 
Sprossen, die in Arecolin vorbehandelt wurden, deutlich gemacht werden. 

Riickschliisse auf die physiologische Wirkung der Alkaloide lassen sich 
auf Grund ihrer chemischen Struktur nur sehr schwer machen. Es scheinen 
in erster Linie Léslichkeitsverhaltnisse, lipophile und lipophobe End- 
gruppen, fiir die Wirkung auf die Plastiden mafgebend zu sein. 

3. Die Priifung der Alkaloidaufnahme und -leitung mit Jod-Jodkalium 
bei Vallisneria und Sagittaria natans ergab, daft die Alkaloide sich bei ihrer 
Wanderung wie basische Farbstoffe verhalten. Die Ausbreitung in den 
Blattern erfolgte von den Hauptnerven aus; iiber die Quernerven wurden 
von diesen die Seitennerven versorgt. Wegen der elektiven Speicherung 
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durch die Zellinhalte der Leitbiindelscheiden gelangten die Alkaloide erst 
sehr spat in die Blattfelder. 

4, Mittels der etwas veranderten Osazonprobe konnte in den nicht er- 
warmten Blattern von Helodea in der Nahe der Plastidenansammlungen 
(nach voraufgegangener Belichtung in Nikotin) eine Anhaufung der Osa- 
zonkristalle festgestellt werden. Damit diirfte die Vermutung von Liarz 
(1942), da der osmotische Wert der Plastidenvakuolen durch den bei der 
Photosynthese entstehenden Zucker hervorgerufen wird, auch direkt ihre 
Bestatigung gefunden haben. 

5. Die Abhangigkeit des osmotischen Wertes der Plastidenvakuolen von 
der Belichtungszeit wurde einer naheren Analyse unterzogen. Der osmo- 
tische Wert der Plastidenvakuolen stieg bei der Belichtung in Physostigmin- 
lésungen in den ersten 20 Minuten langsam an. Danach erfolgte ein stir- 
kerer linearer Anstieg bis zu einem Werte, der einer 0,9—1,0 mol. Trauben- 
zuckerlésung entsprach. Von diesem Punkte an nahmen die osmotischen 
Werte nur noch langsam bis zu einem Endwert von 1,2 Mol Trauben- 
zucker zu. 

6. Mittels der Winklermethode der O,-Bestimmung wurde die Assimi- 
lation von Helodea-Sprossen wahrend der Belichtung in Alkaloidlésungen 
gemessen. Dabei wurde gleichzeitig die Veranderung und Vakuolenbildung 
der Chloroplasten verfolgt. 

Exakte quantitative Assimilationsmessungen konnten nicht durch- 
gefiihrt werden, da sich herausstellte, da Oxydationsprozesse der Alkaloide 
die Assimilationsbestimmungen beeinfluften. Es konnte aber die Fest- 
stellung gemacht werden, daft trotz der Anwesenheit der Alkaloide eine 
Assimilation stattfand und daf die Assimilationstiichtigkeit der Chloro- 
plasten zumindest bei Beginn der Vakuolenbildung nicht allzu stark ge- 
hemmt wird. Bei starkerer Vakuolenbildung, bei einem osmotischen Wert 
von 0,9—1,0 Mol Traubenzucker, erfolgte dagegen ein stairkerer Abfall der 
Photosynthese. 

7. Da bei Helodea erstens die Plastidenvakuolisation immer nur bei Be- 
lichtung erfolgt und im Dunkeln in Leitungswasser reversibel ist, da zwei- 
tens der osmotische Wert in den Chloroplasten anfanglich linear mit der 
Zeit ansteigt und da drittens die Assimilation durch die Alkaloide bei 
Beginn der Plastidenvakuolisation nicht allzu stark gehemmt wird, diirfte 
sich zumindest bei Helodea die Vakuolenbildung dazu verwerten lassen, die 
Assimilationsfahigkeit einzelner Chloroplasten zu priifen. 

8. Eine Vakuolenbildung in ganzen Blattern oder gréferen Blatistiicken 
von Landpflanzen war nicht zu erzielen, da die Alkaloide nur sehr spat 
oder iiberhaupt nicht in die Blattflachen eindrangen. Mit Alkaloiden in- 
filtrierte Blatter ergaben ebenfalls keine Vakuolenbildung, da die Photo- 
synthese untergetauchter Blatter von Landpflanzen durch die niedrige CO,- 
Spannung des Wassers sehr stark behindert wird. 

Dagegen trat in Epidermishaiutchen und Fliachenschnitien, die auf einer 
Alkaloidlésung schwimmend belichtet wurden, bei den weitaus meisten 
Pflanzen eine intravitale Vakuolenbildung der Plastiden auf. Auffallend 
war jedoch einmal der unterschiedliche Vakuolisationsgrad bei den einzel- 
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nen Pflanzen, zum anderen die Tatsache, daf die Vakuolenbildung bei 
einigen Pflanzen sehr friih, bei anderen viel spater einsetzte. 

9. Die unterschiedliche Vakuolenbildung bei verschiedenen Land- und 
Wasserpflanzen diirfte nicht durch ein unterschiedliches Verhalten von 
Zucker- und Stiarkepflanzen bedingt sein. Auch ein abweichendes Spei- 
cherungsvermogen einzelner Pflanzen fiir Alkaloide konnte nicht beobachtet 
werden. Zur Erklarung der unterschiedlichen Vakuolenbildung wird ange- 
nommen, daft die Chloroplasten der verschiedenen Pflanzen eine unter- 
schiedliche Konsistenz besitzen. 

10. Der unterschiedliche Vakuolisationsgrad innerhalb einer Zelle wird 
vermutlich durch eine unterschiedliche Assimilationsleistung der Chloro- 
plasten hervorgerufen. 

11. Die Wirkung der Alkaloide kann nicht nur, wie Larz vermutet, in 
emer Verdichtung der Plastidengrenzschicht bestehen, sondern diirfte auch 
durch eine Beeinflussung des enzymatischen Aufbaues der Monosaccharide 
zu Oligo- und Polysacchariden in den Chloroplasten hervorgerufen werden. 

12. Bei Nicotiana affinis trat wahrend der Aufquellung und Vakuolen- 
bildung die von Strugger (1950) bei Monocotyledonen beobachtete geld- 
rollenférmige Anordnung der Grana sehr schén hervor. Auch bei Drimi- 
opsis maculata lief sich die Reihenanordnung der Grana wahrend der Auf- 
blatterung in Nikotinlésungen sehr gut beobachten. 
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Uber das optische Verhalten von Safraninen und Apo- 
safraninen in den verschiedenen Komponenten des 
Protoplasmas 
Von 
Josef Spek, Rostock! 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingelangt am 6. Februar 1951) 


Seitdem es mir gelungen war, von vitalgefarbten Zellen Spekiren zu 
entwerfen, konnten Vitalfarbungen aller Art einer genaueren optischen 
Analyse unterworfen werden. Erst auf diesem Wege konnte erkannt wer- 
den, daf zahlreiche Farbstoffe, wenn sie in bestimmten Substanzen der 
lebenden Zelle gelést oder von ihnen adsorbiert sind, sich optisch anders 
verhalten als in einer Lésung in Wasser. Ein besonders lehrreiches Beispiel 
dieser Art ist das Verhalten von Irisblau und anderen Oxazinen 
in Phosphatiden (J. Spek, 1942). Das Spektrum von Irisblau ist, wenn 
es innerhalb oder auferhalb der Zellen in den genannten Lipoiden gelést 
ist, ein ganz anderes als das der wafrigen Lésung. Eine Bande desselben 
ist auferordentlich verstirkt, eine andere dagegen viel schwicher als im 
Spektrum der wafrigen Lésung. Die erste Differenz beruht darauf, daf 
der Farbstoff in den Phosphatiden viel starker fluoresziert als in Wasser. 
Die Absorptionsbande des fluoreszenzerregenden Lichtes liegt im sichtbaren 
Teil des Spektrums, und sie ist es, welche bei Lésung des Farbstoffes in 
Phosphatiden so sehr verstarkt erscheint. Die Verinderung des Spektrums 
wirkt sich natiirlich auch im Farbton der Farbung aus, und die Verstirkung 
der roten Fluoreszenz ist so enorm, daft vitalgefarbte Zellen oder Zell- 
bezirke, in denen der Farbstoff in den Phosphatiden sitzt, auch schon bei 
blasser Anfarbung und nicht besonders starken Lichtquellen im gewoéhn- 
lichen Dunkelfeldbilde in grellem rotem Licht erstrahlen. 

Eigentlich deutet die starke Fluoreszenzsteigerung in der Zelle einen 
wasserfreien Ort an. Sie tritt namlich in allen wasserfreien organi- 
schen Lésungsmitteln ein. Es ist das Wasser, welches die starke 
Fluoreszenz hemmt. Haben die organischen Lésungsmittel relativ kleine 
Molekiile mit lipephilen und hydrophilen Gruppen, so verschwindet die 
starke Fluoreszenz bei Zusatz von Wasser augenblicklich. Zwischen den mit 
Wassermolekiilen umlagerten hydrophilen Gruppen finden die an den 








1 Die meisten Versuchsserien wurden noch im Zoologischen Institut in Heidel- 
berg ausgefiihrt. 
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lipophilen Gruppen des Lisungsmittels sitzenden relativ groften ' Farb- 
stoffmolekiile offenbar nicht geniigend Raum, der von Wasser frei bleibt, 
um die starke Fluoreszenz zu entfalten. So liegen die Verhiltnisse z. B. 
bei Lésungen des Farbstoffes in Methyl- oder Athylalkohol. Die Lésungen 
in den reinen Alkoholen fluoreszieren sehr stark, die in verdiinntem Al- 
kohol ganz betrachtlich schwiicher. Wahlen wir dagegen Lésungsmittel, die 
neben einzelnen hydrophilen Gruppen gréfere lipophile Gruppen oder 
lingere Ketten mit lipophilen Eigenschaften im Molekiil besitzen, dann 
wird die Chance fiir den Farbstoff immer gréfer, daf seine starke Fluore- 
szenz auch bei Wasserzusatz erhalten bleibt, da mit der Lange 
der lipophilen Gruppen die ,,wasserfreien Orte“ im System immer gréfer 
werden. Das Extrem dieser Verhiltnisse liegt bei den Phosphatiden vor, 
in denen der Farbstoff auch bei starker Quellung des Lésungsmittels eine 
enorme Fluoreszenz zeigt. Einzelheiten miissen in der Originalarbeit nach- 
gelesen werden, in der das Verhalten der Farbstoffe in ganzen Serien von 
organischen Lésungsmitteln beschrieben wurde. Hydrophile Gruppen muf 
das Lésungsmittel deswegen enthalten, weil das Farbsalz von Irisblau in 
rein lipophilen Lésungsmitteln wie Xylol oder Neutralfetten unléslich ist. 
Bei allen Diskussionen iiber ,,Lipoidléslichkeit™ miissen wir immer klar 
unterscheiden zwischen Lislichkeit in Lipiden (oder physikalisch sich ahn- 
lich verhaltenden anderen organischen Liésungsmitteln) mit rein lipophilen 
Eigenschaften und solchen mit lipophilen + hydrophilen Gruppen. Wie 
es auch theoretisch erwartet werden muf, bestehen bei den allermeisten 
Farbstoffen betraichtliche Unterschiede zwischen ihrer Loslichkeit in den 
beiden genannten Gruppen organischer Lisungsmittel. 

Wire das Protoplasma ein wasserfreies Gemisch organischer Substanzen, 
so wiirden Irisblau und die anderen sich entsprechend verhaltenden Farb- 
stoffe noch in vielen anderen Komponenten des Protoplasmas das ,,Phos- 
phatidspekirr n“ und die starke Fluoreszenz zeigen. Bei dem tatsichlich 
vorliegendem hohen Wassergehalt dagegen diirften, nach den zahlreichen 
Modellversuchen zu schliefen, die Phosphatide meistens die einzige Stoff- 
gruppe sein, welche in der Zelle fiir die Entstehung des ,,Phosphatidspek- 
trums’ der in Frage stehenden Farbstoffe verantwortlich zu machen ist. 

Die prizise Unterscheidung vom ,,Wasserspektrum“ und _,,Phosphatid- 
spektrum“ der Farbstoffe ist bei den vitalgefirbten Zellen vielfach dadurch 
erschwert, daft uns die Konzentration des in einer Zellstruktur angereicher- 
ten Farbstoffes unbekannt ist und die Schichtdicke der gefirbten Zone sich 
meist nur annahernd bestimmen Jat. Wiirde die Lichtabsorption der Farb- 
lésungen durchwegs dem Lambert-Beerschen Gesetz gehorchen, so wiirde 
dies weniger ins Gewicht fallen. Bei héherer Konzentration oder gréferer 
Schichidicke wiirden dann einfach alle Banden verstirkt und verbreitert er- 
scheinen, und das Starkeverhaltnis der verschiedenen Banden wiirde — von 
ganz hohen Konzentrationen abgesehen — bei allen Konzenitrationen im 
wesentlichen das gleiche bleiben. Eine Herabsetzung der Farbkonzentration 
wiirde sich stets so wie eine Verringerung der Schichtdicke auswirken. Fiir 
fluoreszierende Farbstoffe trifft nun aber dies alles vielfach nicht zu. Ihre 
Lichtabsorption folgt nur teilweise dem Lambert-Beerschen Gesetz, denn da 
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die Fluoreszenzerregung in verdiinnten Lésungen, wie schon Stokes fand, 
relativ viel starker ist, erscheint bei diesen Konzentrationen auch die Bande 
des fluoreszenzerregenden Lichtes, verglichen mit einer Bande, welche mit 
der Fluoreszenzerregung nichts zu tun hat, betrachtlich verstarkt, und das 
Siarkeverhialtnis der beiden Banden kann sich bei geniigend weit ausein- 
anderliegenden Konzentrationen sogar umkehren. So beruht bei Irisblau, 
wie schon erwihnt wurde, die Spezifitat des ,,Phosphatidspektrums” auf 
einer auferordentlichen Verstirkung der Bande des fluoreszenzerregenden 
Lichtes (Bande 1). Sie ist in Phosphatiden (oder wasserfreien organischen 
Lésungsmitteln) viel starker als die Bande 3 (Bande des Farbions), die mit 
der Fluoreszeuzerregung nicht viel zu tun hat, wahrend in hoéheren Konzen- 
trationen der waftrigen Lésungen oder bei starkeren Anfarbungen von rein 
hydrophilen Substanzen Bande 1 schwicher ist als Bande 3. Bei sehr ver- 
diinnten waifrigen Lésungen dagegen ist Bande 1 stirker als Bande 3. Die 
Konzentration dieser Lésungen liegt zwar unter der in den vitalgefarbten 
Objekten in der Regel vorliegenden Farbkonzentration, aber Kontrollen 
durch Vergleich des vitalgefiirbten Praparates mit einer Farblésung gleicher 
Schichidicke und gleicher Farbstiirke miissen immerhin ausgefiihrt werden 
und sind ziemlich zeitraubend. So ging ich, nachdem nun einmal der Weg 
erdffnet war, mit Hilfe eines spezifischen Spektrums an bestimmte Bausteine 
des Protoplasmas heranzukommen, darauf aus, auch Farbstoffe zu finden, 
bei denen man nicht das variable Starkeverhaltnis von Banden zur Unter- 
scheidung der Spektren nétig hatte. Die verschiedenen Spektren von einem 
solchen Farbstoff (Rose bengale Griibler) habe ich schon in meiner Arbeit 
von 1942 beschrieben. In der vorliegenden Arbeit sollen weitere Befunde 
dieser Art mitgeteilt werden. 

Durch zufallige Beobachtungen wurde ich darauf aufmerksam, daft die 
gelbgriine Fluoreszenz von Safranin in alkoholischen Lésungen viel stir- 
ker ist als in Wasser. Ein solcher Unterschied der Fluoreszenzstirke in 
Alkohol und Wasser ist fiir Safranin selbst und andere Safranine und Apo- 
safranine auch in der Literatur verzeichnet (vgl. G. Schultz, Farbstoff- 
tabellen 1931). Die genauere Untersuchung lehrte, daf die Verhaltnisse bei 
diesen Farbstoffen ganz ahnlich liegen wie bei Irisblau und den anderen 
von mir beschriebenen Oxazinen, daft aber die Spektren z. T. die gewiinsch- 
ten Vorziige gegeniiber denen der Oxazine zeigen und daf iiberdies einige 
der neuuntersuchten Farbstoffe zu Vitalfarbungen ausgezeichnet geeignet 
sind, so daft sie verdienen, in die mikroskopische Technik eingefiihrt zu wer- 
den. Eine Untersuchung des Verhaltens der Safranine erschien mir auch 
deswegen besonders interessant, da einige von ihnen metachromatische 
Farbstoffe im Sinne der Histologen sind, d. h. mit einer bestimmten 
Gruppe von organischen Substanzen, die man auch als chromo- 
trope Substanzen bezeichnet (Kohlehydrate mit einer Schwefelsaure- 
gruppe oder Eiweifkérpern, die eine solche Kohlehydratgruppe enthalten), 
einen spezifischen, anders gefarbten Komplex bilden (vgl. 
J. Spek 1940 und 1943, hier auch dltere Literatur), so daf also bei ihnen 
eventuell die Méglichkeit besteht, ncch eine andere Gruppe von Zellsub- 
stanzen durch eine spezifische Farbung nachzuweisen. 

Protoplasma, Bd. XL/2. 16 
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Versuche mit Safranin T 


Safranin ist ein basischer Farbstoff. Es hat die Formel: 


Der untere Benzolring kann eine Methylgruppe tragen. Safranin T (Lud- 
wigshafen) ist sowohl in Wasser als auch in absolutem Alkohol gut léslich. 
In rein lipophilen Lésungsmitteln dagegen ist das Farbsalz unléslich. Das 
Farbpulver bleibt in Xylol und selbst in geschmolzenem frischem Schweine- 
fett ungelést. Aus neutralen und schwach alkalischen wafrigen Farblésun- 
gen treten beim Schiitteln geringe Mengen der orangegelben Farbbase in 
Xylol iiber. Auch frisches Fett (Hammelfett) farbt sich in solchen Liésungen 
blaf orangegelb an. Aus stark alkalischen Liésungen la&t sich mit Xylol all- 
mahlich der ganze Farbstoff als Farbbase ausschiitteln. Die Anfarbung von 
Neutralfetten in schwach alkalischen Farblisungen diirfte zu blaf sein, um 
in mikroskopischen Schichten erkannt zu werden. Lecithin verhilt sich auch 
diesem Farbstoff gegeniiber wie die anderen organischen Lésungsmittel, 
welche sowohl lipophile als auch hydrophile Eigenschaften haben (vgl. 
Aethylalkohol). Es farbt sich stark mit dem Farbsalz an. Auch bei den 
Safraninen ist also die Léslichkeit in lipophilen + hydrophilen Lipoiden 
wesentlich anders als in den rein lipophilen. 

In verdiinnten wafrigen Lésungen ist eine diffuse, breite Bande mit 
einem schwach ausgeprigten Maximum bei 499 mu zu sehen. Abb. 1a zeigt 
das Spektrum einer solchen Lésung, wie es sich im Engelmannschen Mikro- 
spektralphotometer bei einer Konzentration, die gerade noch das Maximum 
deutlich erkennen Jat, und einer Schichthéhe von 3mm darbietet.? Das 
Spektrum einer alkoholischen Lésung von gleicher Farbstarke und Schicht- 
hdhe zeigt ein ganz anderes Bild (Abb. ib). In ihr ist zwischen etwa 523 
und 540my eine nach oben scharf begrenzte, nach unten allmiéhlich ab- 
nehmende Bande von aulerordentlicher Dunkelheit zu sehen, die ihr Maxi- 
mum bei etwa 536my hat. Im Bereich der matten Bande der wafrigen 
Lésung ist in der alkoholischen kein Maximum zu erkennen. 

Belichtet man eine verdiinnte alkoholische Lésung von Safranin mit dem 
Zei®schen Monochromator bei Verwendung einer Bogenlampe als Licht- 
quelle der Reihe nach mit monochromatischem, sichtbarem Licht aller Wel- 
lenlangenbereiche, dann kann man im dunklen Raum in einem ziemlich 
engbegrenzten Wellenlingenbereich, und zwar zwischen 528 und 550 my, ein 


? Die Abbildungen wurden nach dem subjektiven Bild der Absorptionsbanden 
mit der Hand gezeichnet; sie kénnen also nicht als quantitativer Beleg verwendet 
werden, diirften aber dem Leser das Verstindnis des Textes doch sehr erleichtern. 
Bei der Reproduktion pflegt das Bild blasser Banden auch nur anndhernd so her- 
auszukommen, wie es in der Zeichnung vorlag. — Die Herstellung photographischer 
Aufnahmen von den vom Engelmannschen Mikrospektralphotometer entworfenen 
Spektren stie® auf zu grofe technische Schwierigkeiten. 

















Uber das optische Verhalten von Safraninen 243 


starkes Fluoreszenzlicht auftreten sehen. Bei ungefihr 535 mu wird es am - 
allerhellsten, unterhalb 528 my wird es betrichtlich schwicher, und ober- 
halb 550 ist es kaum zu sehen. Da der Wellenlangenbereich der stirksten 
Fluoreszenzerregung mit der starken Bande recht gut zusammenfillt, ist 
diese als Absorptionsbande des fluoreszenzerregenden Lichtes aufzufassen. 
In den wiRrigen Lésungen tritt bei Belichtung mit dem monochromatischen 
Licht nur ein ganz mafiges Fluoreszenzlicht auf. Es geniigt aber, um fest- 
zustellen, dafi die Fluoreszenzerregung im Bereich der Bande der wafrigen 
Lésungen, also bei 499 mu, keine Verstiirkung erfahrt, eine schwache Ver- 
stirkung des Fluoreszenzlichtes ist vielmehr bei ungefiahr 532 mu zu er- 
kennen. Die auf Abb. 1a eingezeichnete Bande hat also im wesentlichen 
mit der Absorption des fluores- 

zenzerregenden Lichtes nichts 

zu tun, wenn sie auch wahr- 559 
scheinlich noch von einer sehr 

schwachen diffusen Lichtab- 

sorption dieser Art iiberlagert 500 
ist. Der Hauptabsorptions- 

bereich des fluoreszenzerregen- 
den Lichtes liegt vielmehr auch 4° ~ 
in der wiafrigen Lésung un- 
gefahr an der gleichen Stelle 
wie in der alkoholischen (im 
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Abb. 1. a) Spektrum von Safranin T in 
verdiinnter wafriger Lésung. b) Spektrum von 
: Safranin T in alkoholischer Lésung gleicher 
Sinne der Kundischen Regel Farbstarke und Schichthéhe. c) Seales von 
etwas nach Violett verschoben), Safranin T in wiafriger Lésung bei Zusatz 
erscheint aber im Spektrum in- yon Agar (metachromatische Modifikation). 
folge der viel schwiicheren Die Zahlen am Rande links bedeuten jeweils 
Fluoreszenz der wafrigen Lé- Wellenlangen in mz. 

sung nur als schwacher, dif- 
fuser Auslaufer der Bande nach oben, der in dem relativ lichtschwachen 
Engelmannschen Mikrospektralphotometer kein Maximum erkennen lift 
(G. Schultz gibt fiir Safranin T extra ein schwaches, mit Fragezeichen ver- 
sehenes Maximum bei 529 my an). Fiir die Richtigkeit dieser Deutung spricht 
das Aussehen des Spektrums einer viel konzentrierteren, nimlich 0,5%igen 
waRrigen Lésung. Um ein solches zu erhalten, muf ein Tropfen der Lésung 
zwischen Objekttrager und Deckglas ausgebreitet und im Engelmannschen 
Mikrospektralphotometer eingestellt werden. Durch Fliissigkeitsmengen 
groRerer Schichtdicke kénnte man ja bei dieser Konzentration nicht durch- 
sehen. Das Spektrum zeigt eine sehr dunkle Bande an der Stelle der Bande 
von Abb. 1a. Entsprechend der in der konzentrierten Lésung viel schwiiche- 
ren Fluoreszenz fehlt aber der Ausliufer dieser Bande nach oben oberhalb 
515 my fast vollstindig. Absorptionsbanden von fluoreszenzerregendem Licht 
sind durch einen scharfen oberen Rand ausgezeichnet. Er entsteht dort, wo 
die Lichtabsorption durch das ausgesandte Fluoreszenzlicht iiberstrahlt wird. 
Der obere Auslaiufer der Bande der verdiinnien wafrigen Lésungen (vgl. 


Abb. 1a) ist nach Rot auch durch einen scharfen Rand begrenzt. 
16* 
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Im Prinzip liegen also die Verhiltnisse bei Safranin ebenso wie bei Iris- 
blau. Wiahrend in den wasserfreien Lésungen die Bande des fluoreszenz- 
erregenden Lichtes (Bande 1) entsprechend der sehr verstiirkten Fluore- 
szenz sehr kraftig ist, liegt an ihrer Stelle bei den wafrigen Lésungen nur 
eine schwache diffuse Verdunkelung, die auch in den verdiinntesten Lisun- 
gen mit relativ starkster Fluoreszenz nie starker wird als die Bande bei 
499 mu (Bande 2). Umgekehrt ist an Stelle der Bande 2, die in den wifrigen 
Lésungen aller Konzentrationen gui zu sehen ist, in den wasserfreien Me- 
dien keine als Bande in Erscheinung tretende Verstirkung der Absorption 
zu erkennen. Diese Zone fallt in den wasserfreien Medien noch ganz in den 
Bereich der Auslaiufer der starken Absorption des fluoreszenzerregenden 
Lichtes. Praktisch ist also in beiden Kategorien nur eine kraf- 
tige Bande zu sehen, und da die Maxima der Banden weit aus- 
einanderliegen und auch das Gesamtbild der Banden ziemlich 
charakteristisch ist, ist eine Unterscheidung der Fille mit 
keinerlei Schwierigkeiten verbunden. Bei den vitalgefarbten Pra- 
paraten mufi man nur eine zu starke Anfairbung, bei der die Lage der 
Maxima nicht mehr ermittelt werden kiénnte, vermeiden. Aber wenn die 
Farbung wirklich vital bleiben soll, darf man ja so stark gefarbte Praiparate 
ohnehin nicht verwenden. Abgesehen hievon gilt aber das Prinzip der 
Unterscheidung ohne Komplikationen fiir alle Konzentra- 
tionsbereiche, und darin liegt eben der Vorzug des Safranins gegeniiber 
dem Irisblau. Die verschiedene Lage der Maxima bedingt auch einen leich- 
ten Unterschied des Farbtones der wafrigen und der wasserfreien Liésung. 
Beide Lésungen sind zwar rot, da ja der Hauptteil der Banden in beiden 
Fallen in Griin liegt, aber die wafrige Lésung hat einen Stich in Gelb, 
wahrend der Farbton der wasserfreien Lisung ein tiefes Rosa ist. Bei leicht 
geiriibten oder gelblichen Zellen kann man allerdings gerade mit diesen 
Farbunterschieden nichts anfangen. 

Bei Zusaiz von chromotropen Substanzen schlagt der Farbton der wiaf- 
rigen Lisungen von Rot nach Orange um. Bei Zusatz von Agar verschiebt 
sich dabei die Bande bis in die Gegend von 460 bis 490 mu (vgl. Abb. 1c). 
Die Lage des Maximums ist nicht leicht zu ermitteln. Es liegt zwischen 470 
und 480 my, néher bei 480. Genau den gleichen Farbumschlag erhalt man 
bei Aussalzung der waBrigen Farblésung, die sich mit NaSCN besonders 
schon erreichen laBt. Man erhialt dabei schén durchscheinende orangefarbige 
Farbmassen, die im Mikrospektralphotometer eine breite Bande zwischen 
460 und 490m mit einem Maximum etwas unterhalb 480 mw zeigen. In 
beiden Fallen, bei der Enistehung des dehydratisierten Komplexes von Farb- 
stoff + Agar und bei der Entziehung des Lésungsmittels durch das Salz, wird 
der Farbstoff, wie ich das schon fiir andere metachromatische Farbstoffe 
wahrscheinlich gemacht habe, jedenfalls in das andersgefarbte Farbmolekiil 
tibergefiihrt. Darin erblicke ich die Erklarung des Farbumsdilages bei der 
l’allungsmetachromasie (vgl. J. Spek, 1940 und 1943). 

Mit einer anderen chromotropen Substanz, der synthetisch hergestellten 
Arabylschwefelsiure, lat sich auch bei Safranin keine so ganz vollstiindige 
Uberfiihrung des Farbstoffes in die metachromatische Modifikation erreichen. 
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Das Maximum der Absorption liegt bei Arabylschwefelsiure-Safranin bei 
482 mu, und die Bande greift weiter iiber Griin hiniiber. 

Vergleicht man die drei Spektren in der Abb. 1 miteinander, so sieht man, 
daft sich die drei Fille spezifischer Safraninfarbungen leicht voneinander 
unterscheiden lassen und jeder fiir sich geniigend charakterisiert ist. Ob wir 
freilich bei Anfairbung des lebenden Protoplasmas auch dem dritien 
Typ der Safraninfiirbung begegnen werden, ist nach allen unseren bisheri- 
gen Erfahrungen nicht sehr wahrscheinlich. Zur Entstehung einer meta- 
chromatischen Anfarbung chromotroper Substanzen gehért ja eine Ausfil- 
lung von diesen durch den Farbstoff (eine Komplexbildung zwischen chromo- 
troper Substanz und Farbstoff), und diese tritt erst bei viel héheren Farb- 
stoffkonzentrationen ein, als sie in der Regel bei Vitalfairbungen verwendet 
werden (vgl. J. Spek 1940 und 1943). Innerhalb der Zelle scheinen die 
chromotropen Substanzen so stark hydratisiert oder sonstwie gegen die Aus- 
fallung geschiitzt zu sein, da} selbst Konzentrationen des Farbstoffes, die 
auRerhalb der Zelle wirksam sind, wenn man sie in das Innere von Zellen, 
die sicher chromotrope Substanzen enthalten, injiziert, keine spezifische An- 
farbung der chromotropen Substanzen im metachromatischen Farbton her- 
beizufiihren vermégen. Nur wenn die Bedingungen fiir eine direkte Ein- 
wirkung des Farbstoffes auf die chromotrope Substanz der lebenden Zelle 
so giinstig liegen wie bei den Amdben, wo eine solche Substanz (wahrschein- 
lich ein Mukoid) die ganze Aufenflache der Zelle iiberziekt, kann man auch 
schon an der lebenden Zelle eine metachromatische Anfarbung der betreffen- 
den Schicht des Zellkérpers erzielen (J. Spek und G. Gillissen 1943). Mit 
Safranin farbt sich dieses Grenzflachenhautchen der Amében orangefarbig 
an. Andere Fille von einer vitalen Safraninfarbung von Zellstrukturen im 
metachromatischen Farbton sind mir nicht bekannt geworden, aber sollten 
noch solche gefunden werden, so sind wir jetzt jedenfalls in der Lage, sie, 
wenn sie nicht zu zart sind, auf dem optischen Wege als solche zu identifi- 
zieren, und im positiven Falle stehen uns dann auch noch alle die Kontrollen 
mit den anderen metachromatischen Farbstoffen zur Verfiigung, welche ich 
in der mit G. Gilissen zusammen veroffentlichten Arbeit von 1943 zusam- 
mengestellt habe. — In manchen Fallen diirfte ein Nachweis von chromo- 
tropen Substanzen im Auffenmedium der Zellen von Interesse sein. 

Eine Anfarbung von lebendem Protoplasma durch die ebenfalls orange- 
farbige Farbbase diirfte kaum vorkommen, da unterhalb eines p, von 9,0 
kein Farbumschlag durch die alkalische Reaktion zu beobachten ist. Farb- 
ton der Lésung und Lage des Bandenmaximums bleiben innerhalb dieses 
weiten p,-Bereiches unveriindert. Eine elektive Anfarbung rein lipophiler 
Substanzen (etwa Neutralfette) durch die Farbbase wird nach den Erfahrun- 
gen der Modellversuche zu schlieRen bei dem iiblichen p, des lebenden 
Protoplasmas jedenfalls sehr bla bleiben. Wenn sie in Erscheinung treten 
sollten, lieRe sich mit Echtneublau leicht eine Kontrollfarbung ausfiihren, 
ob wirklich lipophile Stoffe vorliegen (J. Spek 1942). 

Vitalfarbungen wurden mit Safranin und den iibrigen Farbstoffen an 
den kleinen durchsichtigen Ovarialeiern von SiiR wasserfischen, an den 
aus den Tieren herausgeholten Speicheldriisen von Chironomuslarven und 
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an Muskeln von Blatta orientalis ausgefiihrt. Die Farbungsversuche mit 
Safranin lehrten, daf der Farbstoff die Phosphatide der Zellen sehr rasch 
anfarben muf&. Es tritt schon nach kurzer Anfiarbung ein Spektrum mit einer 
starken Bande in der Gegend von 540 my auf, welches ganz dem Lecithin- 
spektrum entspricht, nur meist etwas hoéher liegt. Friiher oder spater kann 
es dann noch zu einer fortschreitenden Anfirbung hydrophiler Substanzen 
(wohl der Eiweifkérper) kommen, bei der die fiir die wifrigen Lésungen 
charakteristische tiefer gelegene Bande (nach der Kundtschen Regel. etwas 
nach Rot bis in die Gegend von 503 mu verschoben) zu der Phosphatidbande 
hinzukommt. Einzelbeobachtungen machten es sehr wahrscheinlich, daf die 
Anfarbung der hydrophilen Substanzen erst eintritt, wenn die Zellen sich 
schon nicht mehr in ganz einwandfreiem Zustand befinden. So konnte in 
mehrmals mit grofer Sorgfalt wiederholten Versuchen mit Ovarialeiern von 
Leuciscus rutilus festgestellt werden, da am ersten Tag der Fiarbungen 
einzelne Eier iibermafig stark und in mehr zinnoberrotem Farbton gefiarbt 
waren, die neben der charakteristischen Phosphatidbande auch die Wasser- 
bande zeigten, welche allmahlich ebenso stark wurde wie Bande 1. In diesen 
Eizellen waren die Kerne stets etwas geschrumpft und das Plasma z. T. 
lokal von der Membran abgehoben. Alle anderen Eier zeigten pralle Kern- 
blaschen, normales Aussehen des Protoplasmas und waren alle gleichmafig 
blafrosa gefirbt. Ihr Spektrum zeigte durchwegs nur die obere Bande, die 
zwischen 530 und 545 mu lag. Bei lingerer Dauer des Versuches nahm die 
Zahl der Eier, die einen zinnoberroten Farbton annahmen und auch Bande 2 
zeigten, immer mehr zu, bis schlieflich die Farbung bei allen Eiern diese 
Merkmale zeigte. Auch bei Aufbewahrung der Objekte im Eisschrank emp- 
fiehlt es sich, die Vitalfarbungen nicht langer als 48 Stunden fortzufiihren. 
Vielleicht wird es spater, wenn mehr empirisches Material vorliegt, méglich 
sein, das Fehlen oder Vorhandensein der Bande 2 der Safraninfarbung als 
Index fiir die friiher oder spater einsetzenden Alterationen des Zustandes 
isolierter Zellen zu verwenden. 
Bei den ausgefiihrten Farbungen lagen die Banden, wie Tab. 1 zeigt. 


Tab. 1. Vitalfarbungen mit Safranin T. 





oeoeainl : 
ae Ovarialeier .von 
Ovarialeier von | aie 


| : Speicheldriisen von 
| Lucioperca sandra 


Ovarialeier von 





Barbus fluviatilis | Leuciscus rutilus | : iM Chirenomuslarven 
nach 24 Std. | nach 48 Std. | (Swinemiinde) nach 24 Std. 
| nach 24 Std. 
Deutlichhe Bande | Deutlihhe Bande | Deutliche Bande | Mafig starke An- 
bei 538—548 mv. | von 530—545 mu. | bei 540 my. | farbung, gut er- 
Gelbgriin auf- Schwiichere Bande | | kennbare Bande 


gehellt (Fluore- | bei 503 mz. 
szenz!).. Von der 
Bande abwirts all- 

mihlich abneh- 
mende diffuse Ver- 
dunkelung bis Vio- | 
lett. 


bei 540 my. 
Schwache Verstir- 
kung bei 503 mv. 
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Bei den genannten Objekten waren die mit Safranin T angefarbien Phos- 
phatide gleichmiafiig iiber die ganze Zelle verteilt. 

Beinmuskeln von Blatta orientalis zeigten nur eine schwache Verdunke- 
lung zwischen 530 und 540 mu. Auch mit anderen Farbstoffen war bei die- 
sem Objekt nur eine sehr schwache oder gar keine Phosphatidfarbung zu 
erreichen. 

Im Dunkelfeld tritt die gelbgriine Fluoreszenz der mit Safranin ange- 
fiirbten Zellen oder toten Modellsubstanzen nur wenig hervor. Sie wird 
iiberdeckt von der ziemlich kraftigen roten Eigenfarbe der angefarbten Ob- 
jekte. In diesem Punkt liegen die Verhiltnisse bei Safranin wesentlich weni- 
ger giinstig als bei Irisblau, bei dem die Fluoreszenz absolut viel stirker ist, 
wihrend die Farbungen, sofern es sich um Phosphatidfarbungen handelt, 
stets sehr blaf bleiben. 


Versuche mit anderen Safraninen 


Von deux iibrigen Safraninen, die untersucht wurden, bieten Pheno- 
safranin und Rhodulinviolett fiir die praktische Unterscheidung der 
beiden Haupttypen von Protoplasmasubstanzen weniger giinstige Verhilt- 
nisse, und iiber einige bei den Farbungen aufgetauchte neue Fragen laft sich 
auf Grund des bis jetzt vorliegenden Materials noch kein sicheres Urteil 
fillen. Im Prinzip liegen aber die Dinge, die uns hier interessieren, bei 
ihnen ebenso wie beim Safranin selbst. 

Trotzdem die beiden Farbstoffe chemisch ziemlich verschieden sind, wei- 
sen sie viele gleiche Merkmale auf. Die Léslichkeitsverhaltnisse sind ahnlich 
wie bei Safranin. In Wasser und Alkohol sind die Farbstoffe gut léslich. 
Xylol farbt sich aus schwach alkalischen Lésungen kaum merklich an. Auch 
frisches Fett (Hammelfett) bleibt in solchen Liésungen ungefiarbt. Ranziges 
fett dagegen farbt sich stark an, in Rhodulinviolett violettrosa, in Pheno- 
safranin rosa. Die hydrophile COOH-Gruppe der abgespaltenen Fettsaiure 
veraindert die Liéslichkeitsverhaltnisse des Fettes vollstaindig. Phosphatide 
farben sich in Rhodulinviolett und Phenosafranin rasch und stark an. Bei 
beiden Farbstoffen ist die Fluoreszenz in wasserfreien Liésungen viel starker 
als in Wasser oder rein hydrophilen Substanzen. Dementsprechend ist die 
einzige Bande, die in beiderlei Lésungen zu sehen ist, in den wasserfreien 
Medien (in den Phosphatiden auch bei Gegenwart von Wasser) viel dunkler 
und schirfer als in Wasser. 

In lebenden Zellen dringen die Farbstoffe ein. Am ersten Tag ist die 
Farbung meist ziemlich blaf. 

Die genaueren Daten, die uns hier interessieren, sind in Tab. 2 zusammen- 
gestellt. 

Beide Farbstoffe sind metachromatisch. Bei Zusatz von Agar 
verschwindet bei beiden die in Spalte 3 der Tab. 2 beschriebene Wasserbande 
fast vollstandig, und es tritt eine neue schwache Bande in Violett auf. 

Wiirden nun bei den Vitalfarbungen Banden auftreten, deren Maxima 
entweder ungefaihr dem der Wasserbande oder dem der Lecithinbande ent- 
sprachen, so ware eine sichere Entscheidung, welcher Typ von Farbung vor- 














248 J. Spek 
liegt, infolge der grofen Nahe der Maxima recht schwierig. Dazu kommt, 
caf ja beide Werte in den starker lichtbrechenden Protoplasmasubstanzen im 
Sinne der Kundtschen Regel etwas nach Rot verschoben wiirden, wobei die 
Erfahrung gelehrt hat, da der Betrag dieser Verschiebung bei den ver- 
schiedenen Zellen und verschiedenen Farbstoffen in noch nicht klar iiberseh- 
barer Weise ziemlich stark variieren kann. Uberraschenderweise ergab sich 
nun aber fiir beide Farbstoffe in gleicher Weise bei Vitalfarbungen an recht 
verschiedenartigem Zellmaterial eine iiber die sonst beobachteten Abweichun- 
gen noch weit hinausgehende, starke Verschiebung des Bandenmaximums 
nach Rot bis in die Gegend von 570—580 my. Das wire also ein Wellen- 
langenbereich, der um ungefiahr 30 my iiber dem Maximum der wafrigen 


Tab. 2. Fluoreszenz und Spektren von Phenosafranin und Rhodulin- 





violett. 
sion Witenes | Spektrum in | Spektrum in Spektrum in 


Wasser | abs. Alkohol | Lecithin 





Gelbgriine | sae , 
‘ay. Sunneetane in | Hine sehr breite | Scharfe dunkle 


7 Oberer Rand der 
4 : | diffuse, blasse | Bande um | « 
safra Alkohol viel se . Grin. | 542—558 mp. Bande verstirkt. 


nin tirker als in | - Max. ca. 553 : 
. < aelnen | Max. ca. 545 mp. | Max. bei 548 mp. naan _ 
In Alkohol starke | Sehr verwaschene | eee | 
—, griinbraune _| Bande, im oberen | Kriftige, scharf- Kriiftige Bande. 
og Fluoreszenz. In | Griin. Max. ca. | Umrissene Bande. yay bei 550 mp. 
o Wasser minimal. 546 mp. Max. bei 550 mp. 


Lésungen liegt und auch um fast den gleichen Betrag hoher liegt als das 
Maximum der Lecithinbande. Ob es Phosphatide gibt, welche auch im Mo- 
dellversuch bei Anfarbung mit den beiden Farbstoffen eine so starke Rot- 
verschiebung der Bande zeigen, miissen erst kiinftige Versuche lehren, bisher 
konnte ich keines finden. Ein Vergleich mit den Verhaltnissen bei Safranin 
und den weiter unten zu beschreibenden Farbstoffen zeigt auch, daft bei 
ihnen die Abweichung der in den angefarbten Zellen beobachteten Banden- 
maxima von denen des Lecithins nirgends so grof ist, ja daf bei einigen 
Farbstoffen gegeniiber Lecithin sogar eine Differenz nach der anderen Seite 
vorliegt. Man wird daher geneigt sein, noch einen anderen Faktor zu suchen. 
welcher auf die Rotverschiebung der Banden einen Einflu® hat. Ich méchte 
diese Diskussion erst wieder aufnehmen, wenn mehr Beobachtungsmaterial 
vorliegt. 

Rhodulinviolett und Phenosafranin zeigen beide das Phanomen der Ver- 
schiebung des Bandenmaximums nach Violett bis an die Stelle des Absorp- 
tionsmaximums des molekularen Farbstoffes in wafrigen Lésungen steigen- 
der Konzentration auf das Auffalligste. Die Verschiebung kommt dann 
zustande, wenn der dissoziierte und molekulargeléste Farbstoff ein ver- 
schiedenes Absorptionsmaximum (und damit meist auch eine verschiedene 
Farbe) haben und wenn die beiden Absorptionskurven einander stark iiber- 
schneiden. L. Lison hat 1935 als erster bei den metachromatischen Farb- 
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stoffen auf die Erscheinung aufmerksam gemacht, sie aber etwas anders 
gedeutet und bei den Farbstoffen, die mehrere verschiedenartige Banden be- 
sitzen, in nicht ganz zutreffender Weise dargestellt (vgl. J. Spek 1940, 
S. 538 ff.). Bei Rhodulinviolett hat eine 0,01%ige Lésung bei 20°C noch ein 
Bandenmaximum bei 546 my, eine 0,02%ige schon bei 530 mu, eine 0,04%ige 
bei 523 mu, und bei ganz konzentrierten Lésungen riickt es schlieflich noch 
weiter bis ins Violett herunter. Je héher die Konzentration der Farbsalz- 
molekiile wird, um so mehr nihert sich das Absorptionsmaximum dem des 
ausgesalzenen Farbstoffes (493 my). 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daft in Lésungen von Phenosafranin in O!- 
siure, welche sich als Substanz mit lipophilen + hydrophilen Eigenschaften 
ebenfalls anfarbt, die zunachst erscheinende kraftige Bande zwischen 550. 
und 560muwu allméhlich immer blasser wird 
und dal statt dessen eine zweite bei 522 mu | 
gelegene Bande auftritt. Die Veranderung | 
des Farbstoffes ist vielleicht auf eine teil- 
weise Reduktion zuriickzufiihren, denn bei 
langerem Stehen entfarbt sich die Olsiure- 
losung. Auch in naszierendem Wasserstoff 
wird der Farbstoff durch Reduktion vollig ent- 
firbt. In ahnlicher Weise zeigt Rhodulinvio- i 
lett in Olséure und ranzigen Fetten zwei Ban- . ° 
den, eine etwas héher als bei Lecithin, namlich Abb. 2. a) Spektrum be 
bei 551 mu, und eine zweite bei 522 mu. Eine Brillantrhodulinrot » 

va E ; rae in Wasser. b) Spektrum des 
Identifizierung von Fetten oder Olen, die un- Pechetalton: i dbeaaaah 
gesattigte Fettsiuren enthalten, kénnte auch Alkohol. 
fiir den Cytologen bisweilen von Inieresse sein. 

Von den untersuchten Safraninen zeigt noch Brillantrhodulinrot B 
von den Gesichtspunkten der cytologischen Technik sehr beachtenswerte 
Eigenschaften. Der Farbstoff ist verwandt mit Brillantrhodulinviolett. Er 
ist in Wasser schwach griingelb fluoreszierend, in absolutem Alkohol und 
anderen wasserfreien Medien ist die Fluoreszenz wiederum betrachtlich stiar- 
ker. Eine Lésung erfolgt nur in rein hydrophilen und in hydrophilen + lipo- 
philen Medien. Lecithin und andere Phosphatide sind stark farbbar, in 
Xylol und neutrales Hammelfett geht der Farbstoff nicht hinein. Ranziges 
Fett farbt sich blaf-gelblich-rosa an. 

In Alkohol und in angefairbtem Lecithin ist in jedem Konzentrations- 
bereich eine sehr dunkle Bande zu sehen, die nach oben scharfrandig be- 
grenzt ist, nach Violett dagegen ganz allmahlich auslauft. Das Absorptions- 
maximum liegi in Alkohol bei 548, in pflanzlichem Lecithin bei 562 mu. Uber 
der Bande ist in Griin und Gelb eine starke Aufhellung zu sehen (Fluore- 
szenzlicht!). In verdiinnten wafrigen Lésungen gleicher Konzeniration ist 
die der Alkohol- bzw. Lecithinbande entsprechende Bande viel schwacher 
und schmiler, iiber ihr ist aber in Griin und Gelb auch hier eine deutliche 
Aufhellung zu sehen. Abb. 2 ist eine Darstellung der Banden sehr ver- 
diinnter Lésungen gleicher Konzentration, a) in Wasser, b) in absolutem 
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Alkohol, die bei 4mm Schichthdhe nach dem subjektiven Eindruck gezeichnet 
wurde. Sie zeigt, da in Wasser die erwahnte Bande (die obere der beiden 
Banden der Abb. 2a) unvergleichlich schwiicher ist als die breite Bande der 
alkoholischen Liésung und daft ihr Maximum etwas hoher, und zwar bei 
552 mu, liegt. Das Bemerkenswerteste aber ist an dem Wasserspektrum, 
daB es zwei Banden zeigt. Das Maximum der unteren Bande liegt bei 
512m. Einfache Versuche mit Konzenirationsserien klaren uns tiber den 
verschiedenen Charakter der beiden Banden auf. Wihrend namlich die 
untere Bande bei 512 my in den sehr verdiinnten wafrigen Lésungen nur 
ganz zart und viel schwacher ist als die Bande bei 552, wird sie bei Konzen- 
irationserhéhung viel dunkler als die obere Bande, deren Stirke in hohen 
Konzentrationen abnimmt. In Deckglaspriparaten 0,5%iger Lésungen sieht 
man die obere Bande noch, die untere aber ist unvergleichlich dunkler und 
breiter. Da Brillantrhodulinrot B ein metachromatischer Farbstoff ist, also 
anders gefarbte Molekiile haben diirfte, ist wohl die Bande bei 512 mu im 
wesentlichen als Bande des Farbions aufzufassen. Sie tritt entsprechend der 
schwicheren Dissoziation des Farbstoffes in Alkohol in diesem nicht als selb- 
siandige Bande in Erscheinung, ist wohl iiberlagert von dem Auslaufer der 
starken Bande bei 548 my. Die obere Bande der wifrigen Lisung verhalt 
sich im wesentlichen wie eine Bande des fluoreszenzerregenden Lichtes. 

In sehr verdiinnten wafrigen Lisungen ist die Bande bei 512 mu im 
Engelmannschen Mikrospektralphotometer nicht mehr zu erkennen. Der 
F'arbion dieser blassen Lésungen ist aber in der Schichtdicke mikroskopischer 
Praparate nicht mehr zu sehen, so daft sie bei Vitalfarbungsstudien nicht 
mehr in Betracht gezogen zu werden brauchen. Fiir alle anderen bei der 
Vitalfarbung in Frage kommenden Konzentrationsbereiche gilt, da das 
Spektrum des Farbstoffes in Wasser und hydrophilen Sub- 
stanzen stets zwei Banden aufweist, wahrend das Phospha- 
tidspektrum nur eine kraftige Bande zeigt. Die Unterscheidung 
der beiden Haupttypen der Farbung gestaltet sich daher bei Brillantrhodu- 
linrot B auferst einfach. 

Daf das Maximum der Alkoholbande etwas tiefer liegt als das der oberen 
Wasserbande, braucht nicht unbedingt gegen die Kundtsche Regel zu spre- 
chen, nach der man bei Alkohol eine Verschiebung der Banden nach Rot er- 
warten miiftte. Eine Verschiebung der Banden des fluoreszenzerregenden 
Lichtes kann auch dadurch zustande kommen, daf die maximale Erregung 
der Fluoreszenz der Farbstoffe in den Medien verschiedener physikalischer 
Beschaffenheit nicht bei der gleichen Wellenliinge erfolgt. 

Brillantrhodulinrot B dringt in die lebenden Zellen ein. Es farbt das 
Protoplasma ziemlich langsam an. Farbungen von Ovarialeiern von Leucis- 
cus rutilus und von Speicheldriisen von Chironomus-Larven waren am 
ersten Tag noch ziemlich bla®, wurden aber dann am zweiten doch schon 
intensiv genug, um die Banden im Engelmannschen Mikrospektralphoto- 
meter aufs scharfste hervortreten zu lassen. Bei beiden Objekten trat dabei 
nur eine kraftige Bande auf. Sie lag bei den Leuciscus-Eiern zwischen 540 
und 555 mu mit dem Maximum bei 552, bei den Speicheldriisen von Chirono- 
mus-Larven bei 548 mu. Auch wenn man die Farbung so lange fortfiihrte, bis 












+ PETE EN SEIS 





EROS OT 








Uber das optische Verhalten von Safraninen 251 


die Bande des fluoreszenzerregenden Lichtes sehr kraftig wurde, trat keine 
zweite Bande hervor, die der unteren Bande des Wasserspektrums ent- 
sprochen hitte. Von der starken Bande abwiirts war Griin und Blau mittel- 
stark verdunkelt. In Violett verlor sich die Verdunkelung allmihlich. Es lag 
also offensichtlich eine Phosphatidfarbung vor, die so wie alle anderen Phos- 
phatidfirbungen bei diesen Objekten in allen Teilen des Protoplasmas 
gleich stark auftrat. 

Schiidigende Wirkungen des Farbstoffes waren nicht zu beobachten. Die 
kleinen Ovarialeier der Fische blieben auch bei starker Anfarbung in tadel- 
losem Zustand erhalten. Die Kerne schrumpfien nicht. 

Brillantrhodulinrot B ist ein schwach metachromatischer Farbstoff. Mit 
Agar gelang es mir nicht, einen Farbumschlag oder eine Anderung des Spek- 
trums herbeizufiihren. Bei Zusatz von Arabylschwefelsiure dagegen wurde 
die Bande der wiafrigen Lésung bei 512 mu betrichtlich abgeschwacht und 
verwaschen. Statt dessen trat eine neue schwache Bande bei 482 mu auf. Die 
Bande des fluoreszenzerregenden Lichtes blieb unveriindert erhalten. Ein 
neuer Beweis fiir die verschiedene Natur der beiden Banden! 

Deutliche Unterschiede in der Fluoreszenzstairke wafriger und alkoholi- 
scher Lisungen habe ich noch bei den Safraninen Irisviolett, Magdala- 
rot und Indazin beobachtet. Bei Indazin ist die orangegelbe Fluoreszenz 
auch in Alkohol schwach, in der wafrigen Lésung, die zudem auch noch ein 
weifliches Tyndallicht zeigt, ist sie kaum zu erkennen. Die anderen beiden 
Farbsioffe sind kraftig fluoreszierend, da sie aber gegeniiber den oben be- 
schriebenen keinerlei Vorteile zu bieten schienen, habe ich an ihnen keine 
eingehenden Untersuchungen angestellt. Erwahnt sei nur noch, da Indazin 
ein metachromatischer Farbstoff ist. 


Versuche mit Aposafraninen 


Die Aposafranine unterscheiden sich von den Safraninen dadurch, daf an 
einem der durch die beiden Stickstoffatome miteinander verbundenen Benzol- 
ringe oben noch ein dritier Benzolring sitzt. Besonders viele Versuche habe 
ich mit dem Aposafranin Indulinscharlach ausgefiihrt. Indulinscharlach 
hat die Strukturformel: 


Der Farbstoff ist leicht léslich in Wasser und in Alkohol. Xylol farbt sich 
beim Ausschiitteln neutraler oder schwach alkalischer Farblésungen gelblich- 
rot. Aus stark alkalischen Lésungen laft sich der Farbstoff mit Xylol voll- 
standig ausschiitteln. Die in das Xylol iibergehende Farbbase hat die gleiche 
Farbe und das gleiche Spektrum wie das Farbsalz. Frisches Hammelfett 
firbt sich nur blaf, siurehaltiges sehr stark gelblichrot an. Auch Lecithin 
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Abb. 3. a) Spektrum von 

Indulinscharlach in 

Wasser, b) in absolutem Al- 
kohol. 
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fiirbt sich rasch und stark an. An lebenden Zellen und Geweben lassen sich 
mit Indulinscharlach sehr schéne Vitalfarbungen erzielen. 

Der Farbstoft hat eine gelbe Fluoreszenz. Sie ist in Wasser nur schwach, 
in Alkohol viel stirker. Die waifrigen Liésungen zeigen nur eine 
verwaschene breite Bande, deren Maximum bei 497 my liegt. 
Violett und Blau sind mittelstark verdunkelt. Uber Griin geht eine miitel- 
starke Verdunkelung bis in die Gegend von 540 oder 550 mu (vgl. Abb. 3a). 
Ganz anders sieht das Bild des Spektrums von der alkoholischen 
Lésung aus. Hier sind in verdiinnten Lisungen gleicher Konzentrationen 
zweischarfe dunkle Banden zu sehen (Abb. 3b). In bezug auf die Zahl 
der Banden liegen also die Verhaltnisse umgekehrt als bei Brillantrhodulin- 


rot, wo die waRrigen Lésungen zwei, die al- 
koholische nur eine Bande aufwies. In bezug 
auf die Absorptionsstirke der beiden Typen 
von Lésungen stimmen die beiden Farbstoffe 
iiberein. Bei beiden sind die Banden der al- 
koholischen Lésungen unvergleichlich dunkler 
und schirfer. 

Das Maximum der oberen Bande der al- 
koholischen Liésung (Bande 1) liegt bei 532 mu, 
das der unteren Bande (Bande 2) an der glei- 
chen Stelle wie in Wasser, naimlich bei 497 mu. 
In der Hiéhe von Bande 1 der alkoholischen Lé- 
sung ist in Wasser bei hoher Schichtdicke eine 
ganz schwache Verstirkung der Absorption zu 
erkennen. Bei geringerer Schichtdicke tritt sie 
nicht hervor. Das Bild des Spektrums bleibt 


bei den Lésungen in Wasser bei allen Konzentrationen das gleiche. In 
Alkohol ist in mittleren und hohen Konzentrationen die untere Bande bei 
497 dunkler als die obere. In sehr verdiinnten Lésungen la&t sich dieser 
Unterschied nicht mehr nachweisen, d. h. die beiden Banden erscheinen 
gleich stark, miissen also bei Verdiinnung verschieden stark abgenommen 
haben. Es diirfte demnach ein geringfiigiger qualitativer Unterschied der 
beiden Banden vorliegen. 

Die ganzen Unterschiede zwischen dem Alkohol- und dem Wasserspek- 
trum auf die im Alkohol sehr verstarkte Fluoreszenz zuriickzufiihren, diirfte 
verfehlt sein. Ein Vergleich mit dem iiberhaupt nicht fluoreszierenden 
Aposafranin Azokarmin lehrt namlich, da auch bei diesem Farbstoff zwei 
ganz ahnlich gelagerte Absorptionsmaxima in Griin vorkommen und daf der 
ganze Wellenlangenbezirk mittelstark verdunkelt ist. In Alkohol sind die 
beiden Banden annihernd gleich stark, in Wasser ist die obere schwacher als 
die untere. Das verschiedene Lisungsmittel bewirkt also hier, auch wenn 
keine verschieden starke Absorption des fluoreszenzerregenden Lichtes hin- 
zukommt, schon eine gewisse Verschiedenheit der Spekiren. Bei den fluores- 
zierenden Farbstoffen kommt dann hiezu noch eine Verstarkung der Licht- 
absorption in den Wellenlangenbezirken des fluoreszenzerregenden Lichtes 
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hinzu, und wenn diese in zwei Medien so sehr verschieden ist wie bei Wasser 
und Alkohol, dann kommen so auferordentliche Verschiedenheitén der 
Spektren zustande, wie sie in Abb. 3a und b von einer verdiinnten wafrigen 
und alkoholischen Lésung gleicher Konzentration dargestellt sind. Bei Azo- 
karmin sind die beiden Banden auch in Alkohol so bla und verwaschen wie 
in Wasser, treten in der diffusen Verdunkelung im unieren Griin kaum als 
Banden hervor, und von den regionalen Differenzen abgesehen ist im ganzen 
die Absorption in Alkohol kaum starker als in Wasser. Darin unterscheidet 
sich der nichtfluoreszierende von dem fluoreszicrenden Farbstoff. 

Die Farbe der verdiinnten wafrigen Lésungen von Indulinscharlach ist 
scharlachrot, die der alkoholischen mehr orange. In diinnen Schichien ist kein 
Farbunterschied zu erkennen. In den Phosphatiden treten, wenn man sie mit 
der wafrigen Farblisung iiberschichtet, so wie in absolutem Alkohol zwei 
Banden auf, die, wie in der Regel, etwas héher liegen als im Alkohol. In 
pflanzlichem Lecithin liegen die Maxima bei 543 und 504 my, in ranzigem 
Schweinefett bei 552 und 512mu. Ranzige Fetie verhalten sich immer wie 
lipophile + hydrophile Substanzen. 

Bei Vitalfiirbungen ist die Unterscheidung von ,,Phosphatidspektrum~ 
und ,,Wasserspektrum* denkbar einfach. Fiir alle Konzentrationen gilt, daB 
das Phosphatidspektrum zwei Banden haben muff, wahrend das Wasser- 
spektrum nur eine Bande aufweist. Die Deutung der Ergebnisse der Vital- 


Tab. 3. Vitalfarbungen mit Indulinscharlach. 





Ovarialeier von Leuciscus | Ovarialeier von Lucioperca 
rutilus sandra (Swinemiinde) 


Speicheldriisen von Chiro- 
nomus-Larven 





Farbung scharlachrot. Zwei | Zwei Banden. Bande 1 | Zwei 
schéne, kriaftige Banden zu | 540—552 mu, Max. 544 myu,| Bande 1 Max. 5435 ms, 
sehen. Bande 1 Max. | Bande 2 498—512 myz,|! Bande 2 Max. 505 mu. 
542 mm“, Bande 2 Max. | Max. 503 mv, Bande 2/ Untere Bande kraftiger, 
504 mv, Bande 2 kraftiger. kraftiger. greift nach Blauviolett 
Auch Griinblau, Blau und iiber. Auch Feld zwischen 
Blauviolett ziemlich ver- den Banden  verdunkelt. 
dunkelt. Starker als Feld 

zwischen den Banden. Eier 

tadellos erhalten. 


kraftige Banden. 





Muskulatur von Blatta 
orientalis 


Nervus ischiadicus von 
Rana esculenta 


Suspension von Ascites- 
Carcinomzellen der Maus 









Suspension erscheint en | Deutliche scharlachrote An- 


masse scharlachrot. Zwei 
starke Banden zu sehen. 
Bande Max. ca. 542 ‘my, 
Bande 2 Max. ca. 502— 
503 mz. Nicht einzelne 
Zellen eingestellt. 


| Das ganze Feld zwischen | 
| 490 und 552 mz, mittel- | 


farbung. Zwei unscharfe, 


breite Banden sichtbar. | 


stark verdunkelt. Bande 1 | 


| Max. 543 mu, Bande 2 Max. 
| 505 mu, Bande 2 wesent- | 


lich kraftiger. 


Nur eine breite Bande von 
Mitte Griin bis Violett. 
Deutliche Verstirkung 
zwischen 485 und 500 my, 
Max. ca. 497 mu. 
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firbungen, die an verschiedenartigstem Material ausgefiihrt wurden, bereitet 
daher keine Schwierigkeiten. Das Wichtigste davon ist in Tab. 3 zusammen; 
gestellt. 

Zu den mitgeteilten Werten sei noch bemerkt, daf Unterschiede von eini- 
gen mu bei Messungen mit dem Engelmannschen Mikrospektralphotometer 
noch in die Fehlergrenze fallen. Die Skala gibt Werte von 10 zu 10 my an. 
Die Lage der dazwischenliegenden Maxima muB geschiitzt werden. 

Bei Nerven miissen die Nervenfasern zwecks Anfarbung gelockert wer- 
den. Wegen der vielen reflektierenden Flachen gibt dieses Objekt auch bei 
Anfarbung mit anderen Farbsioffen stets unscharfe Banden. 

Abweichend von allen anderen Objekten zeigt die Muskulatur von Blatta 
orientalis eine reine ,,Wasserbande*“. Der Farbstoff muf also in den Eiwei®- 
kérpern oder anderen rein hydrophilen Substanzen sitzen. Es wurde schon 
erwahnt, daf auch andere Farbstoffe bei diesem Objekt nur eine sehr 
schwache oder gar keine Lipoidfarbung geben. 

Weder Indulinscharlach noch Azokarmin geben mit chromotropen Sub- 
stanzen metachromatische Umschlige. — Azokarmin wird von den physio- 
logischen Medien ausgeflockt. Es farbt lebende Zellen nicht an. 


Zusammenfassung 


Auch unter den basischen Safranmen und Aposafraninen gibt es eine 
ganze Reihe von Farbstoffen, welche so wie Irisblau und die anderen von 
mir beschriebenen Oxazine in wasserfreien organischen Lésungsmitteln viel 
stairker fluoreszieren als in Wasser und dementsprechend eine viel stirkere 
Absorptionsbande des fluoreszenzerregenden Lichtes zeigen als in wafrigen 
Lésungen. Meist handelt es sich um eine griine oder gelbgriine Fluoreszenz, 
und die am starksten erregenden Wellenlangenbereiche liegen im sichtbaren 
Teil des Spektrums. Auch auffer dieser Differenz kénnen noch charaktieri- 
stische Unterschiede zwischen dem Spektrum der wafrigen und der wasser- 
freien Lésung vorhanden sein. 

In rein lipophilen Medien lést sich das Farbsalz der Farbstoffe nicht, es 
ist nur in lipophilen + hydrophilen und in den rein hydrophilen Substanzen 
gut léslich. In niedermolekularen lipophilen + hydrophilen Stoffen ver- 
schwindet die starke Fluoreszenz bei Wasserzusatz wieder. In den hochmole- 
kularen lipophilen + hydrophilen Stoffen bleibt sie auch bei Wasserzusatz 
erhalten, weil die Farbstoffe an den grofen lipophilen Gruppen offenbar 
geniigend grofe wasserfreie Orte finden, wo ihre Fluoreszenz nicht ghemmt 
wird. Nach bisherigen Ergebnissen der Modellversuche sind es unter den 
Bedingungen in der Zelle die Phosphatide allein, welche die Fluoreszenz- 
steigerung und das ,,Phosphatidspektrum“ zeigen. Das Verhalten der Farb- 
stoffe in Fetten, welche Fettsaiuren oder andere lipophile + hydrophile Stoffe 
enthalien, wurde besonders beriicksichtigt. 

Ein Vorzug der Safranine und Aposafranine gegeniiber Irisblau besteht 
darin, daft die Unterschiede zwischen .,Wasserspektrum“ und ,,Phosphatid- 
spekirum™ fiir alle bei der Vitalfarbung praktisch in Frage kommenden 
Konzentrationsbereiche gelten. 
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,.Wasserspektrum“ und ,,Phosphatidspektrum™ sind besonders leicht zu 
unterscheiden, wenn die Maxima der Hauptbanden in den beiden Fallen 
weit auseinanderliegen (wie etwa bei Safranin) oder wenn ein Spektrum 
zwei, das andere dagegen nur eine Bande zeigt, wie bei Brillantrhodulinrot 
und Indulinscharlach. 

Unter den Safraninen gibt es zahlreiche metachromatische Farbsioffe, 
die mit chromotropen Subst~nzen einen Farbumschlag geben. Sitzt der Farb- 
stoff in einer solchen Substanz, so gibt er wiederum ein charakteristisch an- 
deres Spektrum. Die Bande von diesem liegt zwar an der gleichen Stelle wie 
die der Farbbase, doch diirfte bei Vitalfairbungen eine Anfairbung durch die 
Farbbase wegen des hohen Umschlagpunktes der Farbstoffe und wegen des 
bei niederer Alkalinitat nur sehr geringfiigigen Ubertrittes der Farbbase in 
lipophile Substanzen kaum vorkommen. 

Die untersuchten Farbstoffe fluoreszieren viel schwicher als Irisblau. Eine 
Unterscheidung der verschiedenen Typen der Farbung durch die verschie- 
dene Intensitat des Fluoreszenzlichtes im Dunkelfeld ist bei den Safraninen 
und Aposafraninen nicht méglich. 

Safranin T, Brillantrhodulinrot B, Rhodulinviolett, Phenosafranin und 
Indulinscharlach sind zu Vitalfairbungen sehr gut zu verwenden. Sie sind 
ungiftig. Die schénsten Vitalfarbungen erhielt ich mit Indulinscharlach. 

Auch die Versuche mit den Safraninen und Aposafraninen lehren in ein- 
dringlicher Weise, dafi die Farbstoffe in rein lipophilen und in lipo- 
philen + hydrophilen Substanzen sehr verschieden léslich sind. Alle Lipoid- 
theorien kranken sehr daran, da diese Unterscheidung nicht gemacht wor- 
den ist. 

Die Spektren von den vitalgefarbten Zellen wurden mit dem Engelmann- 
schen Mikrospektralphotometer entworfen. Die Bestimmung der Maxima der 
Absorptionsbanden ist mit dem Engelmannschen Mikrospektralphotometer 
nicht mit solcher Sicherheit zu erreichen wie mit einem grofen Spektroskop. 
Es ist méglich, daf sich dadurch geringfiigige Fehler ergeben haben. Da es. 
aber bei den biologischen Betrachtungen ausschlieflich auf die Dif feren- 
zen in der Lage der Maxima zweier Spektren ankommt und diese bei den 
bevorzugten Farbstoffen sehr weit auseinanderliegen, habe ich nur z. T. Kon- 
trollen mit grofen Apparaten ausgefiihrt. 
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Apfelgas-Wirkung auf Stomatazahl 
Von 
Maria Kropfitsch 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 26. Januar 1951) 


Es ist schon linger bekannt, dafi reifende Apfel ein Gas aushauchen, 
das auf pflanzliche Organismen verschiedenartige Wirkungen ausiibt. In 
erster Linie wurde auf makroskopisch erkennbare Effekte (Anderungen 
des Habitus und physiologische Vorginge) geachtet, die das Apfelgas 
(Aethylen) hervorruft (Molisch 1937, Avery and Johnson 1947, Lai- 
bach und Fischnich 1950, Paech 1950). 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluf® des Apfelgases auf die 
Differenzierung der Epidermis des Blattes und insbesondere auf die Aus- 
bildung der Spaltéffnungen studiert. Versuchspflanze war ausschlieflich 
Vicia Faba. 

Versuchsmethode 


Keimlinge von Vicia Faba wurden im Glashaus unter Glasstiirzen von 
ca. 5000 cm* Rauminhalt (abziiglich Volumen des Blumentopfes: 4050 cm‘) 
gezogen. Eine Gruppe blieb jeweils zur Konitrolle in reiner Luft, wihrend 
der zweiten Gruppe, dauernd oder zeitweise, 3 bis 6 Apfel beigegeben 
wurden. Es ist offenbar unwesentlich, welche Apfelsorte verwendet wird, 
bei den meisten Versuchen waren Apfel der Sorte ,,Baumann-Reinette“ die 
Gasspender. 

Die angegebenen Durchschnittswerte wurden jeweils aus ca. 60 Einzel- 
werten von 15 Keimlingen errechnet. 


Versuchsergebnisse 


1. Die Wirkung stark verdiinnter Apfelluft auf Keimlinge 
von Vicia Faba. 

Im Zuge umfangreicher Untersuchungen stellte Molisch (1937) fest, 
daf das von den Apfeln abgegebene Gas, in verdiinnter Form oder bei 
verhaltnismaBig kurzer Einwirkungsdauer, keine Hemmung des Langen- 
wachstums, sondern eine deutliche Férderung bewirkt. Dies _bestitigte 
sich fiir Keimlinge von Vicia Faba., dic taglich einige Stunden hindurch der 
Exhalation von drei Apfeln ausgesetzt waren. Neben dieser Begiinstigung 
des Liingenwachstums lief sich eine allerdings nur unwesentliche Beein- 
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flussung der Blattentwicklung und des Blattspreitenwachstums beobachten. 
Bei allen untersuchten Blattern war keine Veriinderung der Spaltéffnungs- 
zahl gegeniiber den Kontrollblattern festzustellen und keine auffallende 
Haufung anormaler Stomatabildungen. Stark verdiinnte ,,Apfelluft*, die 
eine Férderung des Langenwachstums bewirkt, beeinflu&t also die Diffe- 
renzierung der Blattepidermis und die Entwicklung der Spaltéffnungen 


offenbar nicht. 


2. Verhalten der Keimlinge bei dauerndem Verweilen in 


Apfelluft (drei Apfel). 


Alter der Keimlinge: 20 Tage (gerechnet vom Tage der Aussaat). 


Dauer der Apfelgasbehand- 
lung: Kontinuierlich 10 Tage 
lang (vom Augenblicke an, wo 
die Sproftspitze der Keimlinge 
iiber dem Erdboden erschien). 

Die in Gegenwart der Apfel 
gezogenen Keimlinge erfuhren 
sowohl in ihrem Langenwachs- 
tum als auch in ihrer Blattent- 
wicklung eine bedeutende 
Hemmung und hatten zu Be- 
ginn der anatomischen Unter- 
suchung ungefahr die halbe 
Sproflange der Kontrollpflan- 
zen erreicht. Die Internodien 
waren stark verdickt, mitunter 
um das Doppelie eines nor- 
malen Durchmessers. Die un- 
ter dem Einfluf des Apfelgases 
stehenden Keimlinge hatten 
sehr kleine, stark epinastich 
gekriimmte, intensiv griin ge- 
farbte, lackglinzende Laub- 
blatter in geringerer Zahl als 
die gleich alten Kontrollen. 

Die Differenzierung der Epi- 
dermis und Ausbildung der 
Stomata erfuhr unter der Ein- 
wirkung des Apfelgases wih- 
rend der Blattentwicklung eine 
sehr beachtliche Beeinflussung: 
Es fiel auf den ersten Blick 
eine betriachtliche Vermehrung 


der Spaltéffnungszahl pro Quadratmillimeter auf. 


Protoplasma, Bd. XL/2. 





Tabelle 1. 





Grofenverhiltnis _| In Apfelluft | Kontrolle 





SproBlinge ..... -| 7,3¢em 16,9 em 
SproBquerschnitt ... 0,5 em 0,35 em 
BlattgréBen: 

| 


1. Primarblatt .... 4,7 em? 17,2 em? 
2. Primarblatt .... 25cm? | 11,5 em? 








Blattspreitenlaingen: 
1. Primarblatt . ...| 2icm | 4cm 
2. Primirblatt .... 1,7em | 35cm 
Tabelle 2. 
Stomatazahl |In Apfelluft | Kontrolle 
Stomata pro Quadrat-| 
millimeter: | 
“ie Oberseite | 254 40 
1. Primarblatt {Unterseite 371 «| «89 
a Oberseite | 409 72 
2. Primirblatt [Untoreettel 522 113 


Stomata pro Blatt- | 
fliche: | 


ea Oberseite | 119.380 68.800 
1. Primarblatt | Hrtcrseite 174.370 | 101.480 


davon unfertige Ent- 











wicklungsstadien: | | 
ae Oberseite | 18% | 0% 
1. Primarblatt ceneeame 42 Vg 0 %p 
aa Oberseite 17 % 0% 
2. Primarblatt {Ontersettel 16 %o | 0% 
Stomata: Epidermis- | 
zellen: | 
tras Oberseite| 1:18 | 1:2,7 
}. Pobre {Unterseite 1:13 | 1:19 


Die einzelnen Sto- 
-17 


258 Maria Kropfitsch 


mata drangen sich im Vergleich. zur Kontrolle (Abb. 1) gegenseitig ge- 
radezu zusammen (Abb. 2), und es kam so zu einer Reihe abnormaler Bil- 
dungen, auf die spiter eingegangen wird. Wie Tab. 2 zeigt, stieg die Zahl 
der Stomata pro Quadraimillimeter auf das Drei- bis Sechsfache der nor- 
malen Werte. Die meist klei- 
nen, wenig verzahnten Epi- 
dermiszellen traten an Zahl 
stark zuriick. Wie die Ver- 
hialtniswerte Spaltéffnungen : 
Epidermiszellen zeigen, wurde 
die Differenzierung der Epi- 
dermis zugunsten der Sto- 
mata gefdrdert. Betrachtet 
man die gesamte Blattfliche, 
so trug das gleich alte Blatt 
eines vergasten Keimlings 
durchschnittlich die einein- 
halbfache Anzahl an Spaltéff- 
nungen, obwohl es nur ein 
Viertel der Gréfe des Kon- 
trollblattes erreicht hatte. 


Die Entwicklung der Sio- 
mata ging bei Blattern, die 
unter dem Einfluf des Apfel- 
gases standen, langsamer vur 
sich als bei den unbehandel- 
ten Kontrollen. Bei einem 
zwanzig Tage alten Keimling 
ist, selbst wenn er in Apfel- 
luft gezogen wurde, die Ent- 
wicklung und Differenzierung 
des ersten Primiarblattes ab- 
geschlossen. Die wenigen un- 
fertigen Entwicklungsstadien 
der Stomata, die sich in die- 
sen Blattern noch fanden, 
Abb. 1. Vicia Faba, Blattepidermis. a Ober- diirfen als Dauerstadien gel- 
seite, b Unterseite. Keimling in apfelgasfreier ten. Der Prozentsatz an un- 

Luft. fertigen Spaltéffnungen steigt 

im zweiten Primiarblatt rapid 

an und muf, schon auf Grund der geringen Blatigréfe, in diesem Falle als 
Zeichen einer durch die Gaswirkung bedingten Entwicklungsverzégerung an- 
gesehen werden. Das dritte Primarblatt, das bei einem normalen Keimling 
in diesem Alter fertig differenziert ist, ist am vergasten Keimling iiberhaupt 
uoch nicht zu sehen oder erst als sehr kleine, véllig undifferenzierte Anlage. 
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3. Verhalten der Keimlinge bei linger dauerndem Verweilen 


in Apfelluft (sechs Apfel). 


Alter der Keimlinge: 20 Tage 








(gerechnet vom Tage der Aus- Tabelle 5. 
saat). Gréfenverhiltnis | In Apfelluft| Kontrolle 
Dauer der Apfelgasbehand- paniiindih cs. 0 Ae | 16,9 em 
lung: 10 Tage (d. h. von dem SproBquerschnitt. . 0,6 cm 0,35 em 
Augenblick an, wo die Sprof- Blattgrofe: | | 
spitze tiber dem Erdboden sicht- 1. Primarblatt . .. | 1,1em? | 17,2 cm? 
bar wird). Blattspreitenlinge: 
Die Einwirkung von Apfel- 1.Primarblatt ....| 13cm | 4em 
gas in ,,doppelter Starke“ (sechs 2. Primarblatt .... | 0,9 em 3,5 em 


Apfel) auf Keimlinge von Vicia 


Faba ergab beziiglich des Langenwachstums eine Erhéhung, wenn auch 





















RSS a 
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Abb. 2. Vicia Faba, Blattepidermis. a Ober- 
seite, b Unterseite. Keimling unter dem Ein- 
flu@ von Aethylen aus drei Apfeln. 


nicht Verdoppelung des Effekts. 
Die Sproflangen der vergasten 
Keimlinge standen zu denen der 
Kontrollen in einem Verhaltnis von 
ca. 1: 2,8. Das Wachstum der Blat- 
ter war besonders stark gehemmt, 
das erste Primarblatt erreichte 
nur ein Fiinfzehntel der Flache 
des Kontrollblattes, das zweite 
Primarblatt war bei einer Sprei- 
tenlinge von 9mm noch vollstian- 
dig undifferenziert. 

Die Spaltéffnungszahlen und 
Verhiltniswerte konnten in die- 
sem Falle nur fiir das erste Pri- 
marblatt bestimmt werden. 

Auch hier war in der Blattepi- 
dermis der Keimlinge, die in 
Apfelluft gewachsen waren, eine 
Vermehrung der Stomatazahl pro 
Quadratmillimeter festzustellen, 
und zwar durchschnittlich um das 
Sechs- bis Siebenfache der Kon- 
trollwerte. Uberraschend sind die 
Verhaliniszahlen Spaltéffnungen: 
Epidermiszellen, die ein wesent- 
lich anderes Bild geben als bei den 
Pflanzen, die in Gegenwart von 
drei Apfeln gehalten wurden. Es 
zeigte sich eine Verschiebung zu- 
gunsten der Epidermiszellen. Die 


ganze Blattflache des Kontrollblattes tragt mehr als die doppelte Anzahl an 
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Siomata als die des gleich alten Blattes eines vergasten Keimlings. Das Viel- 
fache der Spaltéffnungszahl pro Quadratmillimeter erklirt sich daraus, 
daft das Flachenwachstum der Blattspreite bei jenen Keimlingen im ver- 
starkten Mafte gehemmt ist und daft es sich um sehr kleine Stomata — zum 
Teil noch um unvollendete Entwicklungsstadien — handelt. 


Spaltéffnungsanomalien 


In der Blattepidermis von Keimlingen, die in Apfelluft aufgewachsen 
sind, tritt eine Reihe abnormaler Stomatabildungen auf. Vorherrschend 
sind Spaltéffnungszwillinge, 

Tabelle 4. -drillinge, mitunter -vierlinge 

und -fiinflinge, in selteneren 
Fallen kam es sogar zu einem 
Spaltdffnungen pro Zusammenschluf von __ sechs 





Stomatazahl | In Apfelluft | Kontrolle 





Quadratmillimeter: Spaltéffnungen (Abb. 4a—c). 

Blattoberseite .... 288 40 } : : ‘ 

: Dies ist wohl eine noch nie 
Blattunterseite. ... 421 59 


beobachtete Bildung, sind doch 

teat ata — sonst schon Zwillinge eine Sel- 
Siadiaionensinn Se 68.300 ‘tenheit. Fiir Pteridophyten hat 
Blattunterseite. . . .| 46.310 | 101480 Ogura (1958, 92) eine ahnliche 


dann cthestinn tu¥ Haufung von Spaltéffnungen 


wicklungsstadien: an den Aerophoren der Blatt- 
Blattoberseite .... 23 0 Fo stielbasis von Plagiogyria Mat- 
Blattunterseite. . . .| 21% 0% sumuracana beschrieben und 


Spaltéffnungen: Epi- abgebildet. Die Spaltoffnungen 
dermiszellen: der Stomata,,viellinge von Vi- 
Blattoberseite .-../ 1:41 1:2,7 cia Faba waren in den meisten 
Blattunterseite. .. . 1:2,8 119 Fallen parallel gerichtet, sel- 
tener standen sie in einem 

spitzen bis rechten Winkel zueinander. Neben diesen haufigsten Ano- 
malien kamen auch noch andere Mifbildyngen vor: Zusiitzliche Teilun- 
gen einer Schliefizelle, Stomata, bei denen eine Spalthalfte vollstaindig 
unterdriickt oder, durch eine benachbarte Spaltéffnung abgeschnitten, 
nur als Rest vorhanden war (Abb. 4d, c). Steckengebliebene Entwick- 
lungsstadien fanden sich bei diesen Keimlingen in geringerer Zahl und 
hatten meist bereits die Trennungswand, jedoch keine Spalte ausgebildet. 
In ihrer Weiterentwicklung gehemmte Spaltéffnungsmutterzellen kamen 
sehr selten vor, wenn aber, so erreichten sie nur einen sehr geringen Durch- 
messer, wuchsen also nicht zu einer auffallenden Gréfe heran wie bei der 
Einwirkung anderer, schadigender Faktoren (Colchizin nach Weber 1943, 
Weifenbick 1950, UV-Bestrahlung nach Kropfitsch 1951). Die 
steckengebliebenen Entwicklungsstadien enthielten in den Schliefizellen 
nur selten normal geformte Chloroplasten, meist waren diese zu einem 
unférmigen Tropfen agglutiniert (vgl. Kiister 1937). In den Schliezellen 
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normal ausgebildeter Stomata sowie in denen anderer Mifbildungen war 
keine Veraénderung der Chloroplasten der Schliefzellen weder ihrer Zahl 
noch ihrer Ausbildung nach zu bemerken. 

Eine Erscheinung, die zwar mitunter auch an normalen Keimlingen zu 
finden ist, bei den vergasten Keimlingen jedoch besonders hiufig vor- 
kommt, sei kurz erwahnt: Es finden sich in der Epidermis einzelne beson- 
ders groRe Stomata, deren Schliefzellen vollgepfropft sind mit ebenfalls 
abnorm grofen Chloroplasten. 
Diese __ ,,Riesen“-Spaltéffnungen 
sind von einem breiten stomata- 
freien Hof“ umgeben (Abb. 4/). 
Reed und Hirano (1931) be- 
schrieben solche Stomata fiir Ci- 
trus und suchten eine Erklarung 
fiir diese Erscheinung darin, dak 
es sich um Stomata handelt, die in 
einem friihen Entwicklungssta- 
dium des Blattes gebildet wurden, 
also relativ alter als die iibrigen 
Spaltéffnungen sind. Diese Er- 
klarung ist plausibel, wenn man 
den Vergleich mit den Haarbil- 
dungen in der Epidermis von Vi- 
cia Faba heranzieht. Die Haare 
erfahren eine sehr friihzeitige 
Entwicklung und finden sich schon 
als fertige Gebilde inmitten einer 
sonst noch undifferenzierten Epi- 
dermis. Im fertigen Blatt sind sie 
von besonders groften Epidermis- 
zellen umgeben. Diese Blattpar- 
tien haben offenbar sehr friih eine 
Entwicklungsférderung erfahren. 
In der Umgebung abnorm grofer 
Spaltéffnungen kommt es nicht 
blo® zu einem verstirkten Flaé- Abb. 3. Vicia Faba, Blattepidermis. a Ober- 
chenwachstum einzelner Epider- _ seite, b Unterseite. Keimling unter dem Ein- 
miszellen, sondern auRerdem zu flu@ von Aethylen aus sechs Apfeln. 
einer Unterdriickung der Bildung 
weiterer Stomata. Nach Biinning (1948) bildet jede Spaltéffnung um 
sich eine Hemmzone aus, die das Entstehen weiterer Spaltéffnungen in der 
nachsten Umgebung verhindert. Méglicherweise ist diese Hemmwirkung 
in einem bestimmten Entwicklungsstadium der Spaltéffnung besonders 
groB, und da die Riesenstomata vermutlich friiher gebildet werden, so 
iiben sie auch entsprechend friiher und im stirkeren Mafe einen hem- 
menden Einflu® auf ihre Umgebung aus. 
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Diskussion 


In letzter Zeit hat eine Reihe von Forschern versucht, die durch Aethylen- 
gas hervorgerufenen Wachstumsinderungen als sekundire Wirkung auf- 
zufassen, die die Folge einer primaren Beeinflussung des Wuchsstoff- 
gehaltes bzw. der Wucisstoffverteilung ist. 

Wenn, nach Umrath (1948), die Zahl der Spaltéffnungen in der Blatt- 
epidermis einen Schluf auf den Wuchsstoffgehali der Blattanlage zum 
Zeitpunkt der Differenzierung zulaft, so ware aus den Versuchsergebnissen 
auf eine starke Anreicherung von Wuchsstoffen in den Blittern mit Apfel- 
gas behandelter Keimlinge — und zwar bei einer mittleren Dosierung — 
zu schliefen. Vergleicht man die Wirkung des Aethylens auf die Zahl und 
Ausbildung der Stomata mit der, die durch kiinstliche Heteroauxinzufuhr 
erreicht wird (Kropfitsch 1951b), so findet sich eine auffallende Par- 
allelitit: 1. Erhéhung der Spaltéffnungszahl, und zwar nichi nur der ab- 
soluten Werte, sondern auch eine Verschiebung des. Verhiltnisses Sto- 
mata: Epidermiszellen zugunsten der ersteren. 2. Vorkommen zahlreicher 
Anomalien (vorherrschend Zwillings- und Drillingsbildungen). Hetero- 
auxinversuche haben gezeigt, daft die fiir das Langenwachstum optimale 
Heteroauxin-Konzeniration nicht iibereinstimmt mit jener, die fiir die 
Entwicklung der Spaltéffnungen die giinstigste Bedingung schafft. Es zeigt 
sich also, daf nicht nur verschiedene Pflanzen und Organe auf Wuchssioff- 
gaben verschieden reagieren, sondern daft innerhalb ein- und derselben 
Pflanze verschiedene Gewebe sich gegeniiber kiinstlichen Wuchsstoffgaben 
verschieden verhalten. Konzentrationen, die das Langenwachstum férdern, 
nehmen noch keinen Einflu® auf die Differenzierung der Epidermis, wah- 
rend eine starkere Dosierung, die bereits Wachstumshemmungen zur 
Folge hat, die Entwicklung der Spaltéffnungen in betrichilihhem Mabe 
fordert. Bei einer weiteren Erhéhung der Konzentration wird das Opti- 
mum fiir die Stomatabildung iiberschritten und es erfolgt neben einer sehr 
starken Wachstumshemmung eine Verschiebung der Verhiltniswerte 
Spaltéffnungen : Epidermiszellen zugunsten der Epidermiszellen, also 
eine Differenzierungshemmung. Stark verdiinnte Apfelluft oder kurz- 
dauernde Einwirkung ruft also die gleichen Reaktionen hervor wie mini- 
male Heteroauxindosen: Wachstumsférderung, jedoch keine Beeinflussung 
der Stomataentwicklung. Mittlere Dosis (drei Apfel) schafft optimale Be- 
dingungen fiir die Spaltéffnungsbildung, starke Dosis (sechs Apfel) iibt die 
gleichen hemmenden Wirkungen aus wie eine iiberdosierte Heteroauxin- 
zufuhr. Es liegt demnach der Schluf nahe, daf das Apfelgas gleichsinnig 
wirkt wie Heteroauxin. Im Falle der Spaltéffnungsbildung kann es sich 
entweder um die Aufhebung der von Biinning (1948) angenommenen 
Hemmwirkung der einzelnen Stomata, die eine Entstehung weiterer Spalt- 
6ffnungen in ihrer Umgebung verhindern, handeln, oder es ergibt sich eine 
derart gesteigerte Tendenz zur Stomataentwicklung, da diese Hemmung 
einfach iiberwunden wird. 

Crocker und Hitchcock (1933) haben das Aethylen auf Grund sei- 
ner wurzelbildenden Fahigkeit als ein Wachstumshormon bezeichnet. Die 
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Versuchsergebnisse dieser Autoren lassen sich gut in die oben geauferte 
Vorstellung einfiigen: Bei den Heteroauxinversuchen zeigte sich ber Ver- 
wendung stirkerer Konzentrationen, die das Langenwachstum des Spros- 





Abb. 4. Vicia Faba, Blattepidermis. Unterseite. Keimlinge mit Apfelluft vergast. 

Spaltéffnungsanomalien, a Drillinge, b Fiinflinge, c Sechslinge, d, e Zusitzliche 

Teilung einer Schliefizelle, f Abnorm grofe Spaltéffnung, umgeben von einem 
stomatafreien Hof. 


ses bereits nachteilig beeinflussen, eine auffallend geférderte Wurzel- 
bildung. Laibach (1935) konnte bei Behandlung von Stengelinternodien 
intakter Coleus-Pflanzen mit konzentrierter f-Indolylessigsaiure kiinst- 


lich Wurzelbildung erreichen. Auch Molisch (1937) nimmt auf Grund 
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einer starken Kallusbildung bei Populus pyramidalis, hervorgerufen durch 
Apfelgas, an, da diesem eine ahnliche Wirkung zukommt wie den Wuchs- 
stoffen (siehe auch Hemberg 1949). Die Mehrzahl der Autoren, die sich 
bisher mit dem Einflu& des Aethylens auf Wuchsstoffproduktion und -ver- 
teilung in der Pflanze beschiaftigte, stellt sich allerdings gegen diese Auf- 
fassung. 

Van der Laan (1934) beobachtete eine Hemmung der Wuchsstoff- 
produktion an Keimlingen, die in Apfelluft aufgewachsen sind. Miche- 
ner (1938) vermutet eine durch das Gas bedingte Erhéhung der Empfind- 
lichkeit gegeniiber Wuchsstoffen. Borgstrém (1939) sieht in der Aethylen- 
wirkung eine ,,transversale Reaktion“. Die Siebréhren, die wichtigsten 
Wanderbahnen der Wuchsstoffe, sollen durch ihre zuriickhaltende Fahig- 
keit die Hormonmenge, die seitwarts transportiert wird, regeln. Diese 
Funktion der Siebréhren soll nun nach Borgstrém durch Aethylen ge- 
stért werden, so daf nun eine quere Diffusion zustande kommt und daher 
ein geférdertes Dickenwachstum. Gegen diese Annahme wenden sich 
Borris (1943) und andere Autoren. Eine eindeutige Erklarung fiir das 
Wesen der Aethylenwirkung konnte bis heute nicht gegeben werden. Auch 
Guttenberg und Steinmetz (1947) vermégen aus dem Fiir und Wider 
verschiedener Ansichten keine einheitliche Theorie dariiber zu formen und 
lassen die Mdéglichkeit offen, da das Gas in der Pflanze Umsetzungen 
bewirkt, die ein Erkennen des Auxins im Test unméglich machen. 


Zusammenfassung 


1. Versuche mit Keimlingen von Vicia Faba ergaben, daft Apfelgas 
(Athylen) nicht nur den Habitus der Pflanze modifiziert, sondern auch die 
Ausbildung des Spaltéffnungsmusters in der Blattepidermis wesentlich be- 
einflut. 

2. In starker Verdiinnung férdert Apfelluft das Langenwachstum des 
Sprosses, iibt jedoch auf die Spaltéffnungsentwicklung und Epidermisdiffe- 
renzierung keinen Einflu& aus. Starkere Konzentrationen hemmen das 
Langenwachstum betrachtlich, in der Epidermis erfolgt eine starke Ver- 
mehrung der Spaltéffnungszahl sowie Zwillings- bis Viellingsbildungen der 
Spaltéffnungen; auch andere Stomataanomalien treten gehauft auf. Bei 
weiterer Erhéhung der Konzentration des Gases kommt es zu einer Ver- 
stirkung der Wachstumshemmung; die Differenzierung der Epidermis 
wird nachteilig beeinfluBt; die Verhaltniszahl Epidermiszellen : Spalt- 
éffnungen wird zugunsten der ersteren verschoben. 

3. Diese Reaktionen der Pflanzen auf Apfelgas sind ahnlich denjenigen, 
die durch kiinstliche Heteroauxinzufuhr erzielt werden. Das Optimum der 
wachstumsférdernden Wirkung des Heteroauxins liegt bei einer Konzen- 
tration, die die Differenzierung der Blaitepidermis nicht beeinfluft, wah- 
rend Dosen, die eine maximale Vermehrung der Stomata in der Epidermis 
auslésen, Hemmung des Langenwachstums zur Folge haben. Eine weitere 
Steigerung der Heteroauxingaben hemmt sowohl das Langenwachstum der 
Sprosse als auch die Differenzierung der Epidermis. 








Apfelgas-Wirkung auf Stomatazahl 
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UV-Bestrahlung und Stomatazahl 
Von 
Maria Kroptitsch 
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(Eingelangt am 26. Januar 1951) 


Es wurde wiederholt versucht, die Ausbildung der Stomata auf ex- 
perimentellem Wege zu beeinflussen. Die altere Literatur hat Kiister 
(1925) zusammengefaftt. Von neueren Arbeiten seien erwahnt die von 
Weber (1943), Tonzig e Ott-Candella (1946), Weissenbéck (1948, 
1950), Reese (1950), die sich mit dem Einflu& von Colchicin auf die Sto- 
matabildung beschaftigen, die von Umrath (1948) und von Kropfitsch 
(1951), die sich mit der Wirkung von Heteroauxin befassen, und die von 
Kropfitsch (1951 a) itiber den Effekt von ,,Apfelgas* (Aethylen). Die vor- 
liegende Untersuchung behandelt die Stomatabildung unter der Wirkung von 
UV-Bestrahlung. Obwohl iiber die Veriinderungen, die ultraviolette Strahlen 
an pflanzlichen Organen und Zellen verursachen, zahlreiche Arbeiten vor- 
liegen (Schanz 1918, 1919, 1920, 1922, Jacobi 1928, Freytag 1933, Popp 
and Brown 1936, Hare and Kersten 1937, Kégl 1937, Popp and Mcll- 
vaine i937, Biebl 1944. Wuhrmann-Meyer 1941, Bieb] 1942, Toth 
1949 u. a.), so ist doch nichts Naheres dariiber bekannt, wie die Differen- 
zierung der Blattepidermis, als der von der Bestrahlung am starksten be- 
troffenen Zellschicht, von den UV-Strahlen modifiziert wird. 

Als Versuchspflanze erwies sich Vicia Faba sehr geeignet. 20 bis 30 Tage 
alte Keimlinge wurden in einer Entfernung von 40cm den ungefilterten 
Strahlen einer UV-Lampe (Original Hanau-Jubilaumshéhensonne) aus- 
gesetzt, die Einzeldauer und die Haufigkeit der Bestrahlungen wurde va- 
riiert. 


I. Spaltéffnungsanomalien an UV-bestrahiten Blittern 
Zuniachst sei hervorgehoben: Ein Effekt der UV-Strahlen auf die Sto- 


matabildung war nur dann zu sehen, wenn die Blattchen im jungen, noch 
undifferenzierten Zustand bestrahlt wurden. Eine Nachwirkung der Be- 
sirahlung wurde selbst bei starker Dosierung niemals beobachtet-. Blatter, 
die sich erst nach Abschluf der Bestrahlung zu differenzieren begannen, ent- 
wickeln ausschlieBlich normale Stomata. 

An den Blattern der Vicia-Faba-Keimlinge, die im geeigneten Entwick- 
lungsstadium UV-bestrahlt worden waren, traten zahlreiche abnormale 
Stomata auf, und zwar sowohl an Licht- als auch an etiolierten Dunkel- 
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keimlingen. Neben Zwillingsbildungen, asymmetrischen, verzwergten Spalt- 
offmungen (Abb. 1) finden sich als. haufigste Erscheinung persistierende 
Spaltéffnungsmutterzellen. Solche an ihrer definitiven Ausbildung verhin- 
derte Spaltéffnungsanlagen hat zuerst Weber (1943) fiir colchicinierte Blat- 
ter von Tradescantia beschrieben. Es handelt sich bei diesen Bildungen der 
UV-bestrahlten Vicia-F aba-Blatter ebenso wie bei den colchicinierten Blat- 
tern von Tradescantia. nicht etwa um embryonale Stadien, sondern um de- 
finitiv. ausgebildete Dauerzellen, bei denen der letzte zur Bildung der 
SchlieRzellen fiihrende Teilungsschritt. unterblieben ist. Tonzig e Ott- 
Candela (1946). haben an den Cotyledonen verschiedener Pflanzen bei 
Colchicin-Einwirkung persistierende Initialen sich entwickeln sehen, W eis- 
senbéck (1948, 1950) an den Keimblattern von Lupinus albus. Besonders 





Abb. 1. Spaltéffnungsanoma- Abb. 2. Epidermis der Unterseite UV- 
lien an UV-bestrahlten Vicia- bestrahlter Vicia-Faba-Blatter: Zahti- 
Faba-Blattern. reiche persistierende Spaltéffnungs- 


mutterzellen (,.Dauermutterzellen*). 


auffallend ist die Identitat der Anomalien, die vor kurzem Reese (1950) 
an colchicinierten Keimlingen von Petroselinum und Lepidium erhalten hat. 

In der Flachenansicht zeigen die persistierenden Spaltéffnungsmutter- 
zellen von Vicia Faba meist kreisrunden bis ellipsoiden, selten eckig poly- 
gonalen Umrif, gelegentlich findet man aber auch andere Umrifformen. Die 
abnormen Stomata treten an den bestrahlten Blattern mit seltenen Aus- 
nahmen nur an der Unterseite auf. Dies diirfte seinen Grund darin haben, 
daR die jungen Blattchen in der Knospenlage vor der Entfaltung nur mit 
der Unterseite direkt der Bestrahlung ausgesetzt sind. Bei normal sich ent- 
wickelnden Vicia-Faba-Blattern ist die Differenzierung der Epidermis sehr 
friih abgeschlossen. Schon bei einer Lange der Blatispreite von nur 12mm 
finden sich an der Unterseite fertig ausgebildete, funktionsfahige Stomata, 
daneben allerdings auch noch unfertige Entwicklungsstadien. Bei einer 
Spreitenlange von 25 bis 28 mm, der GréfBe, bei der sich das Blatt zu ent- 
falten beginnt, ist die Differenzierung der Epidermis durchwegs beendet, 
auch an der Blattoberseite ist dann die Trennungswand zwischen den 
Schliefzellen bereits vorhanden, die Spalte allerdings vielfach noch nicht. 
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Erst in diesem Stadium wird bei der Bestrahlung die Oberseite direkt ge- 
troffen. Da die UV-Strahlen in der angewendeten Dosis nur auf der direkt 
von ihnen betroffenen Flache eine erkennbare Wirkung ausiiben, wird es 
verstindlich, daft die Blattchen, die nach der Entfaltung bestrahlt werden, 
an der Oberseite keine Stomata-Anomalien aufweisen. Die abnormalen 
Spaltéffnungen sind nicht gleichmaftig iiber die Blattflache verteilt, sie treten 
vielmehr meist gruppenweise auf. Es finden sich neben Blattfeldern, die aus- 
schlieRlich normale Stomata aufweisen, solche, auf denen die abnormen 
Stomata iiberwiegen (Abb. 2). Um eine Erklarung fiir dieses inselartige Auf- 
treten der Anomalien zu finden, muf man die Entwicklung eines jungen 
Blattes beachten. Wird die sich eben differenzierende Epidermis eines sol- 


Tab. 1. Relation abnormale:normale chen Blaties mit Karmin- 


Stomata in UV-bestrahlten Blattepi- Eisessig (Heitzsche Koch- 
dermen (Lichtkeimlinge). methode) gefarbt, so lassen 
sich in einzelnen Kernen 





| Haufigkeit der Bestrahlung 








Bestrahlungsdauer | sehr deutlich Mitosestadien 

| 4mal | 8mal | 16mal_ _erkennen. Es fallt dabei auf, 

f | da sich meist in mehreren 

1 Minute o * wa | 1:18 1:13 j Ba Remsthnciien Tellin aldhe 
2 Minuten ..../ 1:144 | 1: 98 | 1: 83 z ; 

8 Minuten . | 1:131 | 1:11 1 Kernteilungsstadien finden. 

5 Minuten [Ate 1: 2,9 | Es geht also wohl in diesen 


Inseln die Differenzierung 
gleichzeitig vor sich. Biin- 
ning (1948) hat die Auf- 
merksamkeit auf ein bei der 
Differenzierung weit ver- 


Tab. 2. Relation abnormale:normale 
Stomata in UV-bestrahlten Blattepi- 
dermen (Dunkelkeimlinge). 








| Hiufigkeit der Bestrahlung 
| 





steanetremannil | Smal breitetes Ordnungsprinzip 
gelenkt; er beobachtete, daf 

1 Minute. ..... 1:4 z. B. die Anlage fiir Sekret- 
2 Minuten ...-- 1:3 behialter im Blatt mit der Dif- 


ferenzierung von ,,Nestern” sich teilender Zellen beginnt. Die UV-Strahlen 
kénnen nach Schulze (1910) auf die Zellwandbildung nur dann einen hem- 
menden Einflu& ausiiben, wenn die Zelle in einem bestimmten Teilungs- 
stadium der Strahlenwirkung ausgesetzt wird. Geht nun in solchen ,,Tei- 
lungsnestern™ die Zellteilung ungefihr gleichzeitig vor sich, so werden sic 
von den Strahlen im selben Entwicklungsstadium getroffen. Es erkliart sich 
daraus die lokale Anhiufung abnormaler Stomatabildungen im fertig aus- 
gebildeten Blatt. 

Die abnorm entwickelten Spaltéffnungen sind in den bestrahlten Blatt- 
epidermen gegeniiber den normal ausgebildeten in der Minderheit. Die 
Anomalien treten, wenn auch sehr vereinzelt, schon nach einer einmaligen, 
eine Minute dauernden Bestrahlung auf, ihr Prozentsatz steigert sich mit 
zunehmender Dauer und Haufigkeit der Bestrahlung (Tab. 1). 

Die im Dunklen gezogenen Keimlinge zeigen einen bedeutend hiheren 
Prozentsatz an abnormalen Spaltéffnungen im Vergleich zu den Lichtkeim- 
lingen (Tab. 2). Dies kann méglicherweise durch eine gréfere Strahlen- 
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empfindlichkeit der etiolierten Pflanzen verursacht sein, eine Vermutung. 
die nach den makroskopisch beobachteten Veranderungen jedoch nicht wahr- 
scheinlich ist. Eher erklart sich wohl die héhere Zah! der abnormen Stomata- 
bildungen aus der auferordentlich langsamen Differenzierung etiolierter 
Blatter. Die Wahrscheinlichkeit, da von den UV-Strahlen Teilungsstadien 
getroffen werden, ist h’ ¢ gréfer als bei den Lichtkeimlingen, deren Epi- 
dermis sich viel rascher differenziert. 


II. Die persistierenden Spaltéffaungsmutterzellen 


1. KerngréRe 
Normale Spezialmutterzellen von Vicia Faba weisen maximal einen 
Durchmesser von 15 uw auf, altere Entwicklungsstadien besitzen stets bereits 
ausgebildete Trennungswinde. Die in Folge von UV-Bestrahlung .,stecken- 
gebliebenen” Initialen erreichen im Durchschnitt einen Durchmesser von 





Abb. 3. Dauermutterzellen UV-bestrahlter Vicia-Faba-Blatter mit grofen Zell- 
kernen. a Lichtkeimling, b Etiolierter Keimling. 


27 uw, im Maximum von 34 wu. Es ergibt sich daraus, daft die Bestrahlung in 
der angewandten Dosierung zwar die Zellteilung (Querwandbildung) ver- 
hindert, nicht aber die Zellvergréferung. 

An mit Carnoy fixierten und mit Karmin-Eisessig gefarbten Epidermis- 
praparaten wurde Form und Grofe der Zellkerne der persistierenden Spalt- 
6ffnungsmutterzellen (= Dauermutterzellen) studiert. Im Flacherbild er- 
scheinen die Kerne meist kreisrund, selten halbmondférmig (Abb. 3). Die 
Kerne liegen in der Mitte der Zelle in einer Plasmatasche, von der starke 
Aufhangefaiden zum wandsiaindigen Cytoplasma fiihren. 

Der Kerndurchmesser der Dauermutterzellen steht zu dem der Epi- 
dermiszellen in einer Relation von genau 2:1. Junge normale Mutterzellen 
besitzen allerdings auch Kerne, die gréfer sind als die der Epidermiszellen, 
bei diesen ist die Relation aber 2,5:1. (Uber die Kern-Zellrelationen der 
Epidermiszellen und Schliefzellen siche Klieneberger 1918.) 

Die auffallende Gréfe des Zellkernes der Dauermutterzellen sowie das 
wenn auch vereinzelte Vorkommen von zwei Kernen in einer solchen Mutter- 


zelle (Abb. 4) sprechen dafiir, da es infolge der UV-Bestrahlung durch 
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einen endomitoseihnlichen Prozef zur Bildung tetraploider Kerne ge- 
kommen ist. Diese Annahme, die auch Weber (1943), Tonzig e Oti- 
Candella (1946) und Reese (1950) fiir die grofkernigen Dauermutter- 
zellen aussprach, die durch Colchicinierung entstehen, wird durch dltere Be- 





obachtungen von Schulze 
(1910) gestiitzt. Schulze 
untersuchte erstmalig die 
Wirkung ultravioletter 
Strahlen auf die Teilung 
pflanzlicher Zellen, und zwar 
an Staubfadenhaaren von 
Tradescantia virginica. Bei 


Abb. 4, Zweikernige Abb. 5. Unvollstindige allen Versuchen _ setzten 
Dauermutterzelle cines Querwandbildung wahrend der Bestrahlungen 
UV-bestrahlten Vicia- einer Dauermutter- ,,Netz- und Knauelstadien“ 

Faba-Blattes. zelle. ihre Teilung niemals fort. 


Nur bei Bestrahlung von 
..Muttersternstadien”, oder wenn die Kernteilung noch weiter fortgeschritten 
war, bildeten sich die getrennten Chromatiden zu zwei Tochterkernen um, 


wobei dann die Zellscheidewand gar nicht oder 
unregelmafig ausgebildet wurde. 


2. Unvollstandige Querwandbildung 


Die Bildung abnorm grofter, anscheinend tetra- 
ploider Kerne und noch deutlicher das Verkom- 
men zweier Kerne in den Dauermutterzellen, 
schlieBlich die obigen Beobachtungen von 
Schulze berechtigten zur Annahme, daf durch 
die Bestrahlung die Querwandbildung der Spalt- 
dffnungsinitialen unterbunden wird. Es_iiber- 
rascht daher nicht, daft bei den bestrahlten Vicia- 
Faba-Blattern gar nicht selten in den Dauer- 
mutterzellen unvolltandige Querwinde zu finden 
sind (Abb.5). Auch hierin besteht ein analoges 
Verhalten wie bei colchicinierten Zellen, denn 
Mairold (1943) hat — allerdings an einer ganz 
anderen Pflanze (Spirogyra) — bei Colchicinie- 
rung unvollstindige Querwandbildung beschrie- 
ben. (Weitere Angaben bei Pekarek 1938). 


3. Chloroplastenzahl 


Die unter Einwirkung der UV-Bestrahlung 
zu Dauerzellen gewordenen Spaltéffnungsmutier- 





Abb. 6. Chloroplasten in 
Spaltéffnungsmutterzellen. 
a Junge normale - Spalt- 
éfinungsmutterzelle, b Alte 
persistierende Spalt- 
éffnungsmutterzelle eines 
UV-bestrahlten Blattes. 


zellen enthalten normal entwickelte Chloroplasten. Die Zah] der Chloro- 


plasten betragt auffallenderweise meist genau das Doppelte der Chloro- 
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plastenzahl einer normalen Schlieftzelle oder die Summe der Chloroplasten 
der beiden Schliefzellen, namlich 20 bis 30 Plastiden (Abb. 6). In 
embryonalen Spaltéffnungsmutterzellen sind die Plastiden  schwer 
nachzuweisen, am besten gelingt es durch Schwirzung mit Hilfe der 


Tab. 3. Stomatazahl am 2. Primiarblatt. 




















Bestrahlungs-| _ Stomata pro mm? Stomata pro Blattfliche 

dauer Oberseite | Unterseite | Oberseite | Unterseite 
4mal - Min. | 44 | 60 80.250 109.440 
8mal 1 Min. 41 | 57 67.320 93.590 
12mal 1 Min. 40 | 58 60.920 88.330 
4mal2Min.| 45 | 59 81.450 106.790 
8mal 2 Min. | 44 62 | 78.300 92.560 
12mal2Min.|} 42 | 60 | 64760 | 92.520 
4mal 5 Min. | 40 56 | 56.320 | 78.840 
0(Kontrollen) | 42 | 58 | 84.290 116.400 


Giroudschen sauren Silbernitratlésung. Dabei sieht man vielfach auch 
hantelférmige Teilungsstadien. Es geht offenbar der Teilung der Spalt- 
Offnungsmutterzelle eine Teilung 

Tab. 4. Verhaltniswerte Stomata: der Plastiden voraus (vgl. Bauer 
Epidermiszellen. Blattunterseite 1942). Die UV-Bestrahlung iibt 
des 2. Primarblattes. auf diese Teilung keine hem- 
Hiaufigkeit der Bestrahlungsdauer ae mende Wirkung aus. Ahnliche 
Bestrahlung | 1 Minute |2Minuten'5 Minuten Verhialtnisse beschreibt Reese 
(1950), der eine noch starkere Er- 


héhung der Chloroplastenzahl 











4mal ...| 1:2 | 1:22 | 1:38, 


Smears. *s S229 HPs as as 5 
Sidhe iutsil 1:24 1:29 fiir Dauermutterzellen, die durch 
Kontrollwert 1:1,8 Colchicinierung entstanden sind, 


beobachtet. Reese meint, dal 
man in solchen Fallen aus der Anzahl der Chloroplasten Riickschliisse 
auf den Polyploidiegrad der Zelle ziehen kénne. 


IIL. Stomatazahl UV-bestrahlter Blitter 


a) Lichtkeimlinge 


Blatter, die wahrend ihrer Entwicklungsperiode UV-bestrahlt wurden, 
erfuhren in der Differenzierung ihrer Epidermis im Vergleich zu den Kon- 
trollen wesentliche Veranderungen. 

An UV-bestrahlten Lichtkeimlingen nahm die Zahl der Stomata ab. Die 
Durchschnittswerte der Spaltéffnungszahlen pro Quadratmillimeter zeigten 
zwar keine wesentlichen Unterschiede (Tab. 3). Beriicksichtigt man jedoch 
die gesamte Blattspreite, die bei UV-Bestrahlung eine sich bei zunehmen- 
der Strahlendosis steigernde Wachstumshemmung erfuhr, so zeigten sich 
deutliche Unterschiede. Die Epidermiszellen sind entsprechend kleiner und 
ein Vergleich der Relation Stomata : Epidermiszellen laft erkennen, daft 
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kurzwellige Strahlen die Spaltéffnungsbildung im Sinne einer Hemmung 


beeinflu&t (Tab. 4). 


b) Etiolierte Keimlinge 

Im Dunklen gezogene Keimlinge verhielten sich bei UV-Bestrahlung, was 
die Stomata-Ausbildung betrifft, anders als die Lichtkeimlinge. 

Die Durchschnittswerte der Stomata pro Quadratmillimeter geben auch 
in diesem Falle ein falsches Bild, da bei den Dunkelkeimlingen die Bestrah- 
lung mit der Quarzlampe das Flachenwachstum der Blattspreite fordert und 
die Stomata daher weiter auseinandergeriickt erscheinen. Die Gesamtzahl 


Tab. 5. Stomatazahl am 2. Primarblatt. 














Bestrahlungs-|___ Stomata pro mm? ‘Stomata pro Blattfliche 

dauer Oberseite | Unterseite | Unterseite | Oberseite 
4mal 2 Min. 128 | 152 | 88.160 | 74.240 
8mal 2 Min. 122 | 158 | 101.120 | 78.080 
4mal 4 Min. 140 169 | 81.120 | 67.200 
Kontrollen 169 =| = 209 | 88.600 | 67.600 





der Spaltéffnungen pro Blattflache stieg an den Blattern der Dunkelkeim- 
linge bei mafiger Bestrahlung an. Keimlinge, die oftmals kiirzere Zeit der 
Strahlenwirkung ausgesetzt waren, verhielten sich anders als solche, die 
weniger oft, aber dafiir linger be- 

Tab. 6. Verhaltniswerte Stomata: caretdiermyaciase” sce by ra 
Paidecsinnsl ton el a samtdauer der Bestrahlung iiberein- 
sathe dns © Ret bvel atin stimmt. Intensivere Bestrahlung be- 
dingte dagegen eine geringfiigige 

Haufigkeit der | Bestrahlungsdauer Hemmung der Stomatabildung. Die 

Bestrahlung | 9minuten|4Minuten Verhialtniswerte Spaltéffnungen: 
Epidermiszellen geben ein analoges 
4mal..-... | 1:24 1:26 Bild (Tab. 6): Kurz andauernde, wie- 
| derholte Bestrahlung férderte die 
Differenzierung der Epidermis, d. h. 

erhéht die Stomatazahl. 

Nach der Ansicht von Umrath (1948) wird die Zahl der Stomata durch 
Wuchsstoffe beeinfluft. Kégl (1937) hat gezeigt, da das Licht auf die 
pflanzlichen Auxine inaktivierend wirkt. Eine Reihe von Autoren hat sich 
im besonderen mit dem Einfluf der ultravioletten Strahlen auf die Wuchs- 
sioffe beschaftigt:- Hare and Kersten (1937) stellten chemische Verinde- 
rungen der Indol-3-N-Propionsaure fest; sie vermuten, da méglicherweise 
der wachstumshemmende Effekt der kurzwelligen Strahlen durch die Wir- 
kung des ultravioletten Lichtes auf das Tryptophan zu erkliren sei. Popp 
and McIlvaine. (1937) konnten in ihren Versuchen tatsachlich eine Re- 
duktion der pflanzlichen Wuchsstoffe feststellen, die mit steigender Bestrah- 
lungsdauer zunahm. Bringt man diese Ergebnisse in Zusammenhang mit 
der Annahme Umraths, so lat sich die Abnahme der Spaltéffnungszahl 
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an UV-bestrahlten Blattern von im natiirlichen Licht aufgewachsenen Keim- 
lingen verstehen. Das andersartige Verhalten der Dunkelkeimlinge hat 
seine Ursache wohl darin, daft die Wuchsstoffbildung weitgehend vom Licht 
abhiingig ist. Wenn beim Lichtkeimling auch nicht der gesamte neugebildete 
Wuchsstoff wirksam wird, da er zum Teil durch das Licht eine Inaktivie- 
rung erfahrt, so ist der etiolierte Keimling doch ausschlieflich von dem im 
Samen enthaltenen Reservewuchsstoff abhingig (Overbeek 1933). Kolda 
(1937) gibt an, da die Zahl der Spaltéffnungen an etiolierten Blattern 
iuRerst gering ist, die Oberseite der Blattchen von Vicia Faba sei iiberhaupt 
stomatafrei. In eigenen Versuchen konnten diese Angaben im wesentlichen 
bestatigt werden, allerdings mit der Einschrankung, dafi sowohl die Ober- 
als auch die Unterseite der etiolierten Blatter immerhin Spaltéffnungen 
trugen, die Zahl derselben sich jedoch von Blatt zu Blatt immer mehr ver- 
ringerte. Durch periodische Belichtung konnte die Spaltéffnungsentwick- 
lung beeinflu&t werden, offenbar erméglicht schon ein kurzes Verweilen im 
Licht die Bildung von Wuchsstoffen, die ihrerseits die Differenzierung der 
Epidermis férdert. Haufigere, kurz dauernde UV-Bestrahlung hat den glei- 
chen Effekt: Die Zahl der Stomata wird erhGht. 


Zusammenfassung 


1. An den Blattern UV-bestrahlter Vicia-Faba-Lichtkeimlinge nimmt die 
Zahl der Spaltéffnungen mit steigender Bestrahlungsdosis ab: Die Relation 
Stomata : Epidermiszellen wird zugunsten der letzteren verschoben. 

2. Dunkelkeimlinge erfahren bei maftiger UV-Bestrahlung in der Blatt- 
epidermis eine Férderung der Stomataentwicklung. 

3. Die Abnahme der Stomatazahl bei den Lichtkeimlingen diirfte auf eine 
Wudchsstoff-Inaktivierung infolge der UV-Bestrahlung zuriickzufiihren sein. 
Etiolierte Keimlinge, die normalerweise nicht imstande sind, Wuchsstoff zu 
bilden, diirften bei schwacher Bestrahlung zur Auxinbildung befiahigt sein, 
was zu der Steigerung der Spaltéffnungsentwicklung fiihrt. 

4. An der Unterseite UV-bestrahlter Blatter finden sich zahlreiche Spalt- 
éffnungsanomalien, vor allem persistierende Spaltéffnungsmutterzellen. Er- 
héhte Kerngréfen, das Auftreten von zwei Kernen in einer Dauermutter- 
zelle sowie das Vorkommen unvollstandiger Querwandbildungen machen es 
wahrscheinlich, da es in den Dauermutterzellen durch einen endomitose- 
ahnlichen Vorgang zur Bildung tetraploider Kerne gekommen ist. 
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Die Zahl der Modifikationen der urspriinglichen Bielschowsky-Silber- 
impragnationsmethode zur Darstellung der Nervenfasern ist fast nicht mehr 
zu iibersehen und wachst von Jahr zu Jahr. Es scheint hier die Unzahl der 
vorgeschlagenen Rezepte das Fehlen einer wirklich theoretisch begriindeten 
Methodik anzuzeigen. Die Mehrzahl der proponierten Verbesserungen diirfte 
empirisch gefunden worden sein. Andererseits steht aber das Studium des 
Nervensystems zur Zeit im Mittelpunkt des Interesses. In den letzten Jahren 
ist besonders iiber die Struktur des vegetativen Nervensystems und iiber 
seine Endigungsweise in der Peripherie eine Reihe von Ansichten ent- 
wickelt worden, die sich zum Teil widersprechen. Es sei nur an Boekes 
Konzeption des sympathischen Grundplexus, an die Vorstellungen Stéhrs 
iiber das Terminalretikulum, an den metaterminalen Apparat Webers und 
schlieflich an die ,,fibres protoplasmiques“ von Jabonero erinnert. Diesen 
an Silberimpragnationspraparaten erhobenen Befunden steht noch der ner- 
vise Grundplexus Hillarps gegeniiber, welcher mit Methylenblau darstell- 
bar ist. Den unterschiedlichen Vorstellungen iiber die Struktur des peri- 
pheren vegetativen Systems liegt immerhin nur ein morphologisches 
Substrat zugrunde. Die wechselnden Bilder der mikroskopischen Praparate 
miissen also zu einem groften Teil auf der Verschiedenheit der von den ein- 
zelnen Autoren bevorzugten Impragnationsmethoden beruhen. Zum Uber- 
flu8 wird noch die nervése Natur von manchen der dem vegetativen System 
zugeschriebenen Bildungen ebenso leidenschaftlich behauptet wie bestritten. 

Es ist allgemein bekannt und anerkannt, daf die Silberimpriagna- 
tion kein spezifisches Darstellungsverfahren fiir Neurite bzw. Neurofibrillen 
ist. Durch Anwendung geeigneter Modifikationen lassen sich die meisten 
Zellstrukturen und insbesondere alle Arten von Fasern versilbern. Wenn 
nun, wie im Falle des vegetativen Nervensystems, schon durch zum Teil 
verhiltnismaig gering erscheinende Anderungen der Anwendungsweise das 
Silbernitrat recht unterschiedlich deutbare mikroskopische Priparate liefert, 
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so ist wohl die Frage berechtigt, was eigentlich durch das reduzierte Silber 
dargestellt wird. 

Nach der von Liesegang (1911) begriindeten Theorie beruht die Silber- 
impragnation vor allem auf dem Enistehen von Keimen aus reduziertem 
Silber an bevorzugten Orten (z. B.in Neurofibrillen), wenn man das Gewebe 
mit Silbernitrat behandelt. Diese Silberkeime werden dann mit einem Re- 
duktionsmittel ,,entwickelt“, also durch Anlagerung weiterer Silberionen 
vergroRert und ergeben so die Schwarzung des betreffenden Gewebselements. 
Es ist auffallend, daf durch das reduzierte Silber vornehmlich Gebilde mit 
Faserstruktur distinkt dargestellt werden. Man wird also annehmen kénnen, 
da die Impragnation durch Eigenschaften wesentlich beeinflu®t wird, die 
allen Faserarten mehr oder minder gemeinsam sind. Diese Eigenschaften 
werden weniger auf chemischem Gebiet zu suchen sein, da die andersgearte- 
ten Funktionen z. B. von Retikulin- und Nervenfasern wohl auch einen Auf- 
bau aus ganz verschiedenen chemischen Bausteinen mit infolgedessen auch 
anderen reaktionsfahigen Gruppen bedingen. Gemeinsamkeiten werden da- 
gegen eher im strukturellen Aufbau der Fasern, also auf physiko- und kol- 
loidchemischem Gebiet zu suchen sein. Die vorliegende Studie stellt einen 
Versuch dar, zur Aufklarung dieser Beziehungen beizutragen. Es sollen 
hauptsichlich physikochemische Faktoren untersucht werden, welche die 
Schwiarzung eines histologischen Substrates durch reduziertes Silber zu fér- 
dern oder zu hemmen vermiégen. Die Wichtigkeit rein chemischer Beziehun- 
gen darf dariiber hinaus natiirlich nie aufer acht gelassen werden. 

Als Grundlage der Untersuchung wurde die Bielschowsky-Methode zur 
Darstellung der Neurofibrillen in der Modifikation von Gros-Schultze (siehe 
Romeis, Mikroskopische Technik, 15. Aufl., Miinchen 1948, § 1793) gewahlt. 
Es soll zunachst versucht werden, allgemeine Bedingungen aufzuzeigen, 
welche fiir die mehr oder weniger starke Silberschwarzung einer Struktur 
chne vorhergehende Bekeimung verantwortlich zu sein scheinen. Erst dann 
werden die einzelnen Abschnitte der Silberimpragnation nach Gros-Schultze, 
d.i. Vorbad in Silbernitrat, Reduktion und Entwicklung in ammoniakalischer 
Silberlésung auf Grund eigener Versuche und auf Grund der Literatur be- 
sprochen. Zum Schluf& wird dann auf die verwendeten Fixierungsmittel 
bzw. auf die durch sie gesetzten Veranderungen und auf die Gemeinsam- 
keiten im Faseraufbau zuriickzukommen sein. 


Allgemeine Bedingungen fiir das Zustandekommen einer Briunung 
oder Schwiirzung durch reduziertes Silber im histologischen Schnitt 


Es ist bekannt, dafi bei der Fixierung mit Formol dieses an die histologi- 
schen Strukturen in verschiedenem Ausmaf durch Adsorption gebunden 
wird. Beim Wassern kénnen die Gewebselemente das Formol wieder ver- 
schieden schnell und in wechselndem Ausmaf abgeben. Pischinger (1943) 
hat diese Verhaltnisse untersucht und auch ein Verfahren angegeben, um 
mittels fuchsinschwefeliger Sdure die Menge des von den Gewebskolloiden 
abgegeben und damit reaktionsfahig werdenden Formaldehyds zu bestim- 
men. Von den Chemikern wird andererseits die ammoniakalische Silber- 
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lésung als Reagens auf Aldehyde verwendet. Sie wird von diesen, besonders 
in der Warme, leicht zu metallischem Silber reduziert. Der Vergleich der 
durch gleichartige Anwendung beider Reagentien am histologischen Schnitt 
erzielten Bilder la&t einigen Aufschluf iiber den Einflu& der Gewebsstruk- 
turen (besonders der submikroskopischen) auf das Zustandekommen der 
Silberschwarzung erwarten. Dieser Einflu® wire auszuschlieRen, wenn die 
Orte stirkster Formolabgabe mit den Orten intensivster Silberbraunung 
bzw. Schwirzung iibereinstimmen. Freilich muf dabei bedacht werden, da 
durch das Schiffsche Reagens allein das Formol angezeigt wird, wahrend die 
ammoniakalische Silberlésung natiirlich auch von den Gewebskolloiden als 
solche reduziert werden kann. Doch kann man sich an Hand der Unnaschen 
Kaliumpermanganatmethode mit einigen Vorbehalten ein allgemeines, grobes 
Bild iiber das Reduktionsvermégen der einzelnen Gewebsstrukturen machen. 
Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse dieser drei Methoden miifite also 
einige Hinweise auf physiko-chemische Faktoren ergeben, welche bewirken, 
da durch reduziertes Silber eine Struktur dunkler als eine andere imprag- 
niert wird. 

Als Untersuchungsobjekte dienten Zungen von Meerschweinchen und 
Ratten, die verschieden lang — Wochen bis mehrere Monate — in Formol 
1: 4 fixiert und dann in flieRendem und destilliertem Wasser gewassert wur- 
den. 10—15 uw dicke Gefrierschnitte wurden anschliefend jeweils in fuchsin- 
schwefeliger Saure, in frisch bereiteter ammoniakalischer Silberlésung und 
in Kaliumpermanganatlésung unter dem Deckglas eingeschlossen und mit 
Glaskitt umrahmt. Die Resultate wurden nach verschiedenen Zeiten abge- 
lesen. Sie schwankten im einzelnen etwas je nach Tierart, Dauer der Fixie- 
rung, des Auswaschens und des Einschlusses in den Reagentien und hingen 
vor allem auch von der Temperatur ab. Doch liefen sich immerhin mittlere 
Werte erkennen, die gut zueinander in Beziehung gesetzt werden konnten. 

Als Beispiel mége eine Tabelle folgen. Sie betrifft eine Rattenzunge; 
Fixierung: 5 Wochen Formol 1:4; Wasserung: 1% Stunden in flieRendem 
und 16 Stunden in zweimal gewechseltem destilliertem Wasser. 15 u dicke 
Gefrierschnitte wurden bei ca. 40° eine Stunde lang in die oben genannten 
Reagentien eingeschlossen. Dann wurde das Ergebnis abgelesen; beim Ka- 
liumpermanganatversuch wurde vor dem Mikroskopieren mit Aqua dest. 
durchgespiilt. 

Die Tabelle zeigt, da die Strukturen, die sich am stirksten mit dem 
Schiffschen Reagens gefarbt haben (Muskulatur, Erythrocyten), also am mei- 
sten Formol abgegeben haben, nicht identisch sind mit den Gewebselemen- 
ten, die sich mit der ammoniakalischen Silberlésung am intensivsten 
gebraunt haben (Axone, Bindegewebsfasern). 

Abb. 1 zeigt ahnliche Verhaltnisse im Lichtbild bei der Meerschweinchen- 
zunge. Wenn die Schwarz-Weif-Photos auch nicht die Unterschiede in den 
Farbténungen wiedergeben kénnen, so Jassen sie doch wenigstens die Inten- 
sitatsunterschiede erkennen. Abb. 1a gibt das Ergebnis der Reaktion mit 
dem Schiffschen Reagens wieder. Am meisten Formol abgegeben haben die 
Erythrocyten und die quergestreiften Muskelfasern; dann folgen nach der 
Intensitat der Rotfarbung: glatte Muskelfasern des Gefaffes, Axone des 
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markhaltigen Nerven und Bindegewebsfasern. Auch die Zellkerne geben 
nur eine geringe Reaktion mit der fuchsinschwefeligen Saure. Sie sind an 
den quergestreiften Muskelfasern bisweilen deutlich ausgespart (siehe Pfeile 
der Abbildung). Die Markscheiden des Nerven treten im Photo nur wegen 
ihres starken Lichtbrechungsvermégens so deutlich hervor. Im Praparat sind 
sie nur schwach und undeutlich hellrosa gefairbt. Abb. 1b zeigt die Im- 
pragnation nach Einschlu8 in ammoniakalischer Silberlésung. Hier haben 
sich die Axone am intensivsten dunkelbraun gefarbt. Es folgen mehr rot- 
braun die Zellkerne und Bindegewebsfibrillen, dann mehr braungelb in ab- 
steigender Reihe quergestreifte und glatte Muskelfasern und schlieflich die 
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Die Zahl der Kreuze bezeichnet die Intensitit der Fiarbung. 


Erythrocyten. Auch in diesem Falle steht der Braunungsgrad einer Struktur 
in keinem Zusammenhang mit ihrer Formolabgabe. 

Man kénnte nun annehmen, daf die Stellen starkster Briaunung mit den 
Orten starkster Reduktionskraft zusammenfallen; daf also z. B. bei den 
Axonen zu der nur mittelgrofen Formolabgabe noch ein betrachiliches Re- 
duktionsvermégen der Neuriten selbst hinzutritt. Beide Wirkungen addieren 
sich und die Summe kénnte das Reduktionsvermégen aller anderen Struktu- 
ren tibertreffen. Das scheint aber ebenfalls nicht der Fall zu sein. 

Gewif ist die Priifung des Reduktionsvermégens einer Gewebsstruktur, 
welche Unna (1911) angegeben hat, recht umstritten. Auferdem Jaf sich 
KMnO, in waBriger Lésung viel leichter reduzieren als die ammoniakalische 
Silberlésung. Dem lat sich aber abhelfen. Man kann durch Veranderung 
des p, der Kaliumpermanganatliésung ihre Oxydationskraft erhéhen oder 
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erniedrigen. So betrigt das Einzelpotential einer n/i-Lésung von Kalium- 
permanganat in n/10-Borsiéure (p, 6) 0,9 Voli, was mit dem Potential des 
Silbers gut iibereinstimmt (Wiberg 1943). Eine solche Liésung wurde zur 
Bestimmung des Reduktionsvermégens der Gewebsstrukturen verwendet. 
Unna war nun der Auffassung, dafi KMnO, von den Geweben zu Braun- 
stein reduziert wird und daft demgemaf die am starksten gebraunten Struk- 
turen auch die gréfte Reduktionskraft besifen; sie haben eben mehr 
KMnO, zu MnO, reduziert als die iibrigen Gewebe. Demgegeniiber hat 
Gutstein (1929, 1932):an Hand genauer Untersuchungen eingewendet, daft 
die Reduktion des Kaliumpermanganates nicht beim Braunstein stehen 


a SG : os a as 
Abb. 1. Zunge des Meerschweinchens. VergréfRerung 385: 1. a) Schiffsches Reagens. 
b) Ammoniakalische Silberlésung. 


bleibt, sondern bis zu farblosem Manganoxyd weitergeht. Nach dieser Deu- 
tung besaéfen also gerade die fast nicht oder nur hellgelb gefarbten Struk- 
turen die gréRte Reduktionskraft. Die Ansicht Gutsteins diirfte ein grofes 
Maf an Wahrscheinlichkeit fiir sidi haben. Wenn man zu einem mit Kalium- 
permanganat gefarbten Schnitt am Rande des Deckglases ein starkes Reduk- 
tionsmittel zusetzt, etwa schwefelige Sdure, dann sieht man mit dem lang- 
samen Vordringen des Reduktionsmittels, da zunachst die dunkelbraun ge- 
farbten Strukturen (Markscheiden, Muskelfasern) zu dem helleren Gelb der 
Bindegewebsfibrillen entfarbt werden. Erst dann blaft die Farbung aller 
Strukturen langsam und gleichmafig ab. Es wird anscheinend zuerst der 
noch leichter reduzierbare Braunstein zu den héheren Reduktionsstufen, die 
das Bindegewebe gelb farben, reduziert, und erst dann schreitet die Reduk- 
tion zum farblosen MnO fort. 
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Wie dem auch immer sei, wenn man annehmen will, daf die Axone an- 
nahernd die starkste Reduktionskraft unter allen Gewebselementen haben, 
so miiften sie entweder nach der Ansicht Unnas dunkelbraun gefarbt sein 
oder nach der Deutung Gutsteins hellgelb. Das ist aber, wie obenstehende 
Tabelle zeigt, nicht der Fall. Die Intensitat der Braunfarbung wird von den 
am meisten gebriunten Fettzellen und Markscheiden iiber Muskelfasern, 
Erythrocyten und Nervenaxone zu den Zellkernen und Bindegewebsfasern 
immer schwacher. 

Nach dem Vorstehenden kann also weder eine gréfere Formolabgabe noch 
eine starkere Reduktionskraft der Axone angenommen werden, um ihre 
intensive Braunung nach der Silberbehandlung zu erkliren. 

Man kénnte nun der Meinung sein, daf der verschiedene Briunungsgrad 
der Substrate nach Behandlung mit ammoniakalischer Silberlésung wesent- 
lich vom isoelektrischen Punkt der Gewebselemente beieinflu&t wird bzw. 
daft der verschiedene Ausfall der Reaktionen mit Schiffschem Reagens und 
ammoniakalischer Silberlésung auf eine Umladung der Substrate zuriickzu- 
fiihren sei. Das Schiffsche Reagens ist stark sauer (pg ca. 2,3), die ammo- 
niakalische Silberlésung stark basisch (p, ca. 12,3). In diesem Falle miiften 
sich jedoch die Ergebnisse beider Reaktionen wie Positiv und Negativ zuein- 
ander verhalten. Das ist aber, wie Tabelle und Abbildungen deutlich zeigen, 
nicht der Fall. Auch der IEP der Substrate scheint keinen deutlichen Ein- 
flu& auf den Grad ihrer Silberbréunung zu haben. Dies zeigt Abb. 2. Sie 
siellt Epithel und angrenzendes Gebiet von der Oberseite der Meerschwein- 
chenzunge dar. Abb. 2 a zeigt ein in Schiffsches Reagens eingeschlossenes Pra- 
parat. Das Stratum corneum, besonders auch die Zungenpapillen und die 
Muskulatur, zeigen die siarkste Formolabgabe. Dann folgen der Reihe nach 
Stratum germinativum und das Bindegewebe. Die Kerne sind, da sie schein- 
bar nur ganz wenig Formol abgeben, deutlich ausgespart. Abb. 2b zeigt 
das Ergebnis eines ungefahr gleich langen. Einschlusses in ammoniakalischer 
Silberlésung. Auffallend ist die starke Impragnation der Zellkerne, beson- 
ders in den basalen Teilen des Epithels. Gegen die Oberflache zu nimmt ihre 
Impragnation ab. Das Zellprotoplasma der basalen Epithelschichten ist zart 
rotbraun impragniert. Gegen die Grenze zum Stratum corneum wechselt die 
Impriagnationsfarbe iiber Gelbbraun in Gelb; in den niher der Oberflache 
gelegenen Schichten des Stratum corneum nimmt sie ein Graugelb an, wel- 
ches sich in den obersten Zellschichten und auch in Teilen der Zungenpapillen 
zu einem Grauschwarz intensiviert. Abb. 2c gibt das Ergebnis einer Far- 
bung mit auf p, 4,6 gepufferten Methylenblau wieder. In Ubereinstimmung 
mit den Befunden Zeigers (1936a, b) sieht man, daf sich Kerne und 
Protoplasma der Epithelzellen bis genau an die Grenze des Stratum corneum 
gefarbt haben. Erst wieder die Papillenspitzen haben sich leicht blaulich 
tingiert. Die Lage des IEP unterliegt also einer jihen Verschiebung an der 
Grenze der beiden Epithellagen. Die verschiedenen Farbungen und Intensi- 
taten der Impriagnation in ammoniakalischer Silberlésung zeigen dagegen 
flieBende Ubergiange. 

Auch die Darstellung der Zellkerne mit reduziertem Silber scheint darauf 
hinzuweisen, daft die Lage des IEP keinen wesentlichen Einflu® auf den 




















Ausfall der Impragnation un- 
ter den gegebenen Umstianden 
hat. Abb.3 zeigt die Kerne 
im unteren Teil des Stratum 
germinativum mit starkerer 
VergréRerung. Man sieht, da 
sich die Chromiolen dunkel- 
schwarzbraun, der ,,Kern- 
saft“ hellrotbraun, die Kern- 
membran aber’ iiberhaupt 
nicht impragniert hat. Sie 
tritt nur durch ihr Lichtbre- 
chungsvermégen etwas _her- 
vor. Bei der Farbung mit ge- 
stuft gepufferten Methylen- 
blau beginnen sich dagegen 
Kernmembran und Chroma- 
tinschollen immer im gleichen 
Py-Bereich zu farben; dies 
lift auf gleiche Ladungsver- 
haltnisse schliefen. Wenn 
man dariiber hinaus noch be- 
denkt, da die Unterschiede 
in der Lage der isoelektri- 
schen Punkte histologischer 
Substrate gegeniiber der stark 
basischen ammoniakalischen 
Silberlésung (py ca. 12,3) re- 
lativ gering sind, so erscheint 
ein wesentlicher Einflu& des 
IEP recht unwahrscheinlich. 
Ein mit einer auf p, 10 ge- 
pufferten Methylenblaulé- 
sung gefarbter Schnitt zeigt 
eine ziemlich einheitliche, tief 
dunkelblaue Farbung aller 
Substrate. 

Aus Untersuchungen L ii p- 
po-Cramers (1910) an pho- 
tographischen Schichten und 
aus Modellversuchen Liese- 
gangs (1900) wissen wir, daf 
die Farbe einer mit Silber 
impragnierten Struktur von 


der Gréfe der in ihr enthal- * 
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a) Schiffsches 


VergréRerung 85: 1. 


Reagens. b) Ammoniakalische Silberlésung. c) Gepuffertes Methylenblau, p,, 4,6. 


Abb. 2. Zunge des Meerschweinchens. Epithel und angrenzendes Gebi2t von der Oberseite. 
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tenen Silberteilchen abhingt. Je gréfer diese Silberteilchen werden (je 
mehr sie sich also von der MolekiilgréRe entfernen), um so dunkler 
und deckkraftiger wird die dem einzelnen Gewebselement verliehene Farbe. 
Mit steigender Teilchengréfe wechselt sie von Gelb iiber Orange, Rot, Braun 
nach Schwarz. Uber den Gehalt an Silber sagt die Farbe aber direkt nichts 
aus. Eine gelb impragnierte Struktur kann genau so viel (theoretisch auch 
sogar noch mehr) Silber enthalten wie eine schwarz tingierte; das Silber ist 
in der erstgenannten Struktur eben nur feiner verteilt (Zeiger 1938). 

Ubertragt man die Impriagna- 
tionsfarben der Epithelzellen der 
Abb. 2b Rotbraun, Gelbbraun, Gelb 
und schlieBlich wieder mehr Gelb- 
grau in die dazugehérigen Teil- 
chengréRen der Silberpartikel, so 
fallt eine gute Ubereinstimmung 
mit den Dichteverhialtnissen in 
mehrschichtigen Epithelien auf, wie 
sie Zeiger (1936a, b) ausgezeich- 
net beschrieben hat. Das Proto- 
plasma der Epithelzellen wird um 
so dichter, je weiter sie von der 
Basis abriicken, und bekommt erst 
wieder in den_ oberflachlichsten 
Schichten eine etwas lockere sub- 
Abb. 3. Zunge des Meerschweinchens. Zell- mikroskopische Siruktur. In glei- 
kerne des Stratum germinativum. Ammo- cher Weise scheint sich, wie auf 
niakalische Silberlésung. Vergréferung Grund der Impragnationsfarbe an- 

500 : 1. genommen werden kann, die Teil- 

chengréfe der Silberpartikel zu an- 

dern. Von der Epithelbasis zur Oberflaiche wird diese zunachst immer klei- 

ner und nimmt erst wieder in den randnahen Teilchen etwas zu. Es scheint 

also ein direkter Zusammenhang zwischen Sirukturdichte bzw. zwischen der 

Weite uer Intermicellarraume und der Imprignationsfarbe, also der Teil- 

chengrife des reduzierten Silbers zu bestehen. Diese Vermutung kann leicht 
durch einen Modellversuch unterbaut werden. 

10-, 20- und 40%ige Gelatine wird in Formol 1:4 fixiert, kurz aus- 
gewaschen und auf dem Gefriermikrotom ca. 35 dick geschnitten. Die 
Schnitite werden in fuchsinschwefeliger Saure und in ammoniakalischer Sil- 
berlésung genau wie vorher die histologischen Praparate bei 37° ein- 
geschlossen. Nach 1—2 Stunden ist das Resultat deutlich abzulesen; es ist 
in der folgenden Tabelle wiedergegeben. Die Farbténe sind mit den Be- 
zeichnungen der Ostwaldschen Farbentafeln angegeben. 

Die 40%ige Gelatine gibt entsprechend ihrer Dichite am meisten, die 
10%ige Gelatine am wenigsten Formol ab. Die Impriagnationsfarben nach 
Behandlung mit ammoniakalischer Silberlésung verhalten sich fast gegen- 
sitzlich. Der Farbton wechselt in diesem Fall von einem schwachen, hellen 
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Schwarzlichgrau der 10%igen Gelatine iiber ein sehr intensives Schwarz- 
braun der 20% igen Gelatine zu einem wieder etwas weniger intensiven Rot- 
braun der 40% igen Gelatine. 

Da in diesem Versuch die einzelnen Gelatineschnitte sich nur in ihrer 
Dichte unterscheiden und im iibrigen ganz gleich behandelt wurden, kann 
die Verschiedenheit der Impriagnationsfarben und damit die verschiedenen 
Teilchengréfen des niedergeschlagenen Silbers nur auf die unterschiedlichen 
Dichten der Schnitte bzw. auf Faktoren, die von der Dichte abhiangen, zu- 
riickgefiihrt werden. Die Gréfe der Silberpartikel scheint um so gréfer zu 
werden, je weniger dicht die Gelatine ist. Auffallig dabei ist die relativ 
intensivste Impragnation der 20%gen Gelatine. 














Gelatine 
10% 20 %o 40 %/o 
Schiffsches na 9, veilrosa pa 10, veilrot pa 11, veil 
Reagens schwach intensiv sehr intensiv 
Ammoniakalische nid, schwirzlich- pi 6, schwarzbraun ne 5, rotbraun 
Silberlésung grau sehr intensiv intensiv 




















ganz schwach 


Man kénnte nun glauben, dafi durch das reduzierte Silber einfach die 
Intermicellarraume ausgefiillt werden, wenn nur ein geeignetes Reduktions- 
mittel anwesend ist. So einfach darf der verwickelte Vorgang der Silber- 
impragnation aber sicher nicht aufgefaft werden. Auf die scheinbar recht 
komplizierten chemischen Vorginge der Keimbildung und der Keimver- 
groRerung wird erst im nachsten Abschnitt eingegangen. Hier kam es zu- 
nachst darauf an, zu zeigen, daf Farbe und Intensitaét einer Silber- 
impragnation weder so sehr von dem Reduktionsvermégen bzw. der Formol- 
abgabe noch von der Lage des IEP abzuhiangen scheinen, sondern zumindest 
in grofem Ausmaf von der Dichte der Struktur beeinflu&t werden kénnen. 
Es diirfte die Weite der Interfibrillarraume fiir die Gréfe der entstehenden 
Silberpartikelchen innerhalb gewisser Grenzen mafgebend sein; submikro- 
skopisch lockerer sitrukturierte Gebilde impriagnieren sich dementsprechend 
mit dunklerer Farbe als dichter strukturierte. Dies gilt natiirlich nur, so- 
lange es sich um reine Impragnation — ,,Durchirankung“ — mit redu- 
ziertem Silber handelt. Sobald zu der Impragnation noch Inkrustation, also 
»Auflagerung~ von Silberteilchen hinzutritt, miissen sich die Verhaltnisse 
wesentlich verschieben. 

Auch in der Literatur findet man einige Angaben iiber die grofe Be- 
deutung der Intermicellarraume fiir den Ausfall der Silberreaktion. 
W. v. Méllendorff (1932) auRert die Vermutung, daf der Ausfall der 
Silberimpragnation ,von Bindegewebsfibrillen eine Frage der Interfibrillar- 
raume ist. Nach seiner Ansicht kénnte eine dickere Packung (Entquellung) 
die Impragnation verhindern. Jalowy (1938) hat dann in dieser Hinsicht 
die Versilberung kollagener, elastischer und argyrophiler Fasern untersucht.. 
AnschlieBend an die Beobachtung Heringas (1933), daf kollagene Fi- 
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brillen wnter dem Einflu@ einer Entziindungsinfiltration besonders in Zell- 
nahe reversible argyrophile Eigenschaften annehmen kénnen, untersuchte er 
die Zusammenhinge von Kollagen, Elastin und Retikulin hauptsachlich auf 
Grund ihrer verschiedenen Affinitat zu Silber. 

Er fand durch Farbungsversuche mit verschieden dispersen Farbstoff- 
paaren, daf Retikulinfasern lockerer strukturiert sein miissen als kollagene 
Fibrillen; auch die argyrophilen Abschnitte kollagener Fibrillen in Ent- 
zindungsherden sind nach seinen Untersuchungen in ihrer Ultrastruktur 
deutlich aufgelockert. Eine Entbiindelung des Kollagens, wie sie bei Lichen 
sclerosus vorkommt, fiihrt dagegen zu keiner erhéhten Argyrophilie, da sie 
die Ultrastruktur der kolagenen Fibrillen nicht zu verandern scheint. Die 
F'arbungsversuche Jalowys sind allerdings anfechtbar, da sie die Ladungs- 
verhaltnisse zwischen Farbionen und Substrat iiberhaupt nicht beriick- 
sichtigen. Sie finden aber durch den oben beschriebenen Gelatine-Modell- 
versuch eine gewisse Stiitzung. In ahnlicher Weise haben Seki (1940) und 
Weber (1947) auf die Bedeutung der Intermicellarriume fiir die Im- 
pragnation der Neurofibrillen hingewiesen. 

Im Zusammenhang mit dem oben erwahnten Gelatine-Versuch sei noch 
auf die Gefahr hingewiesen, Reaktionen mit Silbersalzen, die in der Eprou- 
vette regelmaifig und einwandfrei ablaufen, ohne weiteres auf den histo- 
logischen Schnitt zu iibertragen. Schiffsches Reagens und ammoniakalische 
Silberlésung sind beide in der Eprouvetie einwandfreie Reagentien auf 
Aldehyde und doch zeigen sie scheinbar den Formolgehalt im Gelatine- 
schnitt ganz verschieden an. Man wird bei jeder chemischen Reaktion, die 
mit Silbersalzen am histologischen Schnitt ausgefiihrt wird, an den maf- 
geblichen Einflu& der submikroskopischen Struktur des Substrates denken 
miissen. Auch soll nochmals betont werden, daf aus der Farbténung der 
Impragnation allein kein sicherer Schluf auf die Menge des niedergeschla- 
genen Silbers méglich ist. Bei Beachtung dieser Tatsachen wiren vielleicht 
die iiberraschenden Befunde Alsterbergs (1948) einer anderen Deutung 
zuganglich. Der Autor benuizt eine Lésung von Jodzyanid und Silber- 
chlorat in destilliertem Wasser. Wie er in Reagensglasversuchen festgestellt 
hat, erméglicht diese eine Impragnation, welche die Doppelbindungen un- 
gesattigter Phosphatide, besonders des Lezithins und des Kolaminkephalins, 
trifft. Auf Grund der durch diese Impriagnierungsfliissigkeit erzielten Bilder 
kommt Alsterberg nun zur Ansicht, daf die Markscheiden arm, die Axone 
dagegen reich an Phosphatiden sind und daf die ,,Myelinformen“ daher 
nicht von den Markscheiden, sondern von den Achsenzylindern gebildet 
werden. Coronini (1949) hat sich dieser Behauptung angeschlossen; 
Bejdl (1950) hat sie erst kiirzlich zuriickgewiesen. 


Vorbad in Silbernitrat und Keimbildung 


Nach der Fixierung in Formol wird bei der Bielschowsky-Impragnation 
der Gewebsblock einer mehrstiindigen Wasserung in flieendem und destil- 
liertem Wasser unterzogen. Diese Wasserung vermag einerseits frei beweg- 
liche Ionen aus dem Block zu entfernen — wirkt also wie eine Dialyse —, 
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andererseits werden aber auch gewisse Stoffe, Spaltprodukte von Eiweifen 
und Lipoiden, die durch die Fixierung gebildet werden, ausgespiilt werden 
kénnen. Formol gilt als guter Lipoidstabilisator; doch hydrolisiert es nach 
den Feststellungen Weils (1930) immerhin die Phosphatide und macht aus 
ihnen Phosphorsdure frei. Cholesterin und Cerebroside werden dagegen 
nicht wesentlich verandert. Daneben muff man noch die geringe Fixierungs- 
stabilitat nach Formolfixierung (Zeiger 1949) bedenken; durch die lange 
Wassereinwirkung wird es also zu Quellungen und vielleicht auch zu ge- 
ringer Mazeration kommen kénnen. Alles in allem diirfte der Gewebsblock 
durch die Wasserung von beweglichen Ionen und durch die Fixierung ge- 
bildeten Gewebsspaltprodukten befreit werden, die eine regulire Versilbe- 
rung zu verhindern scheinen. Die lonen kénnten durch Bildung von Silber- 
salzen (z. B. Silberchlorid) zu Silberniederschligen an unerwiinschten Orten 
fiihren. Die Spaltprodukte kénnten die submikroskopischen Intermicellar- 
raume verlegen, in denen sich die Silberimpragnation vollziehen diirfte. 

Gefrierschnitte von dem gewasserten Gewebsblock werden nun in 20%ige 
Silbernitratlésung eingelegt. In diesem Vorbad vollzieht sich nach all- 
gemeiner Ansicht die Bildung von Keimen aus reduziertem Silber an bevor- 
zugten Orten. Uber die Ursachen der Keimbildung sind schon recht viele 
Ansichten entwickelt worden, die von Zeiger (1938) und zuletzt auch von 
Palmgren (1948) ausfiihrlich zusammengestellt worden sind. Zur Unter- 
suchung der Faktoren, welche die Keimbildung beeinflufen, dienten Nervus 
ischiadicus und N. lienalis vom Rind, welche in Formol 1 : 4 fixiert wurden. 

Legt man ordnungsgema gewasserte Gefrierschnitte vom Rinder-Ischia- 
dicus in die Silbernitratlésung ein, so braunen sich die Neurite makro- 
skopisch schon nach wenigen Minuten. Es sind also Silberkeime entstanden, 
die bereits mit freiem Auge sichtbar sind. 

Wenn man die Vorgange der Keimbildung erklaren will, hat man zu 
bedenken, daf Silbernitrat mindestens zum Teil hydrolytisch gespalten ist, 
daft also neben Ag-Ionen auch AgOH in der Lésung vorhanden ist. Weiter 
hat man in Betracht zu ziehen, daft die AgNO,-Lésung der Photolyse unter- 
liegt; es entsteht in ihr durch Belichtung eine geringe Menge reduzierten 
Silbers auch in der braunen Flasche. In dieser Hinsicht ist es interessant, 
da von manchen Autoren die Verwendung alter Silbernitratlésungen zur 
Bekeimung vorgeschlagen wird und daf Palmgren (1948) bei seiner gut 
ausgearbeiteten Methode der Silbernitratlésung geringe Mengen Glycin 
zusetzt, um es auf neutral zu puffern. Glycin ist aber ein Reduktionsmittel, 
welches bewirken kann, daf auch in der frisch bereiteten AgNO,-Lésung ge- 
ringe Mengen reduzierten Silbers vorhanden sind. 

Im ersten Stadium der Silbernitrateinwirkung auf das Gewebe wird 
man mit der Wanderung der Silberionen auf Grund elektrostatischer Be- 
ziehungen zu rechnen haben. Als erster hat darauf schon R. Keller (1925) 
hingewiesen. Durch die Untersuchungen Pischingers (1926, 1927) sind die 
Ursachen des Haftens von Ionen an histologischen Substraten geklart worden. 
Es finden elektrostatische Adsorptionen in wechselndem Ausmaf statt. Da- 
nach ist die Haftung eines Ions um so gréfer, je gréRer die Differenz zwi- 
schen der Lage des IEP des Substrates und dem p, der verwendeten 
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Lésung ist. Die IEP der Neurofibrillen liegt nach der zur Impragnation 
nétigen Vorbehandlung etwas schwankend je nach der Art des Nerven 
(markreich oder markarm), nach der Dauer der Vorbehandlung und nach 
der Tierart bei etwa py 5,0, also relativ nahe dem Neutralpunkt. Schon dar- 
aus geht hervor, daft elektrostatische Adsorption nicht das Wesentliche der 
Keimbildung sein kann, wie es Okino (1934) und Klein und Missrieg- 
ler (1935) angenommen haben. Die primire Silberadsorption miifite an den 
meisten anderen histologischen Strukturen wegen der Lage ihres IEP stir- 
ker als an den Neurofibrillen sein. (Liesegang [1935] hat diese Deutungs- 
versuche der beiden Autoren schon auf Grund anderer Uberlegungen wider- 
legt.) Die Wasserstoffionenkonzentration der verwendeten AgNO,-Lésung 
vermag aber natiirlich die fiir die Keimbildung scheinbar nétige primare 
Adsorption von Silberionen zu beeinflussen. Wenn das p,, des AgNO,-Bades 
niedriger ist als das py des IEP der Neurofibrillen, so wird die primare 
Silberionenadsorption unterbunden. Von der Bedeutung dieses Vorganges 
kann man sich leicht iiberzeugen, wenn man als Vorbad verschieden stark 
mit HNO, angesiuerte Silbernitratlésungen verwendet. Mit steigender An- 
siuerung wird die sichtbare Braunung (= Keimbildung) in den Ischiadicus- 
neuriten immer geringer. Freilich muff man dabei bedenken, daf sich bei 
der Ansaéuerung auch die Hydrolysenkonstante andert *. 

Doch bleibt es bei der Keimbildung nicht bei einer lockeren physiko- 
chemischen Adsorptionsbindung. Die Silberionen miifiten sonst durch lang- 
dauerndes Wassern wieder zu entfernen sein. Die Braunung der Ischiadicus- 
neurite wird dagegen durch dieses Vorgehen nicht beeinflu&t. Es muf also 
eine Silber-Eiweif-Verbindung entstanden sein. An welchen besonderen 
Gruppen der Seitenketten von Eiweiffadenmolekiilen in den Neuro- 
fibrillen diese Bindung stattfindet, mége hier dahingestellt bleiben. Um so 
mehr, als ahnliche Vorginge wie in den Neurofibrillen auch in anderen 
Gewebsstrukturen stattzufinden scheinen; auf die Verteilung der Silber- 
keime wird anschliefend zuriickzukommen sein. 

Silberalbuminate sind nach den Untersuchungen von Jalowy und 
Chrzanowski (1939) farblos und nicht wesentlich lichtempfindlich. Es 
macht daher auch keinen sichtbaren Unierschied, ob man die Bekeimung in 
Silbernitrat im Dunklen, bei diffusem Tageslicht oder bei kiinstlichem Licht 
vornimmt; darauf hat auch schon Palmgren (1948) hingewiesen. Da die 
Silberalbuminate farblos sind, die Ischiadicusschnitte sich aber im Vorbad 
braunen, muf man annehmen, daf Reduktion stattfindet. Als reduzierendes 
Agens kommt zuniachst die Reduktionskraft der Neurofibrillenbausteine, 
dann aber auch der nach der Fixierung aus den Geweben wieder frei wer- 
dende Formaldehyd in Betracht. Namentlich letzterer scheint eine wesent- 
liche Rolle zu spielen. Bringt man einen Ischiadicusschnitt vor der AgNO,- 
Behandlung nur eine halbe bis eine Stunde in destilliertes Wasser bei 
50 Grad, so gibt er einen Groftteil seines abspaltbaren Formols ab. Bringt 


1 Die Studien von Silver (1942) und Holmes (1943), die sich ebenfalls mit 
cem Einflu& der Wasserstoffionenkonzentration beschaftigen, sind mir trotz aller 
Bemiihungen leider nicht zuganglich geworden. 
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man anschliefend den gleichen Schnitt in das Silbernitratbad, so merkt man, 
daf die Braunung der Neurite nur mehr in wesentlich geringerem Ausmaft 
zustande kommt. In gleicher Weise bleibt auch diese sichtbare Braunung 
ganz oder zum gréften Teil aus, wenn man alkoholfixierte Ischiadicus- 
neurite mit Silbernitrat behandelt. Bei diesem Versuch ist allerdings zu be- 
denken, daft es in warmem destilliertem Wasser neben der Formolabgabe 
zu starkerer Quellung, bei der Alkoholfixierung dagegen zu Schrumpfungen 
kommt; auch bei der Bekeimung scheint die Porenweite der submikro- 
skopischen Spaltraiume eine gewisse Rolle zu spielen. 

Es soll nicht geleugnet werden, daft auch das Redoxpotential der Gewebs- 
kolloide, vielleicht auch der Lipoide, nicht unwesentlich ist, doch scheint 
diese gegeniiber der Formolwirkung von geringerer Bedeutung zu sein. In 
den meisten vorgeschlagenen Fixierungsfliissigkeiten fiir Silberimprag- 
nation ist Formol enthalten; mit reinem Alkohol wird kaum jemals fixiert. 
Meist werden dem Alkohol OH-Ionen zugesetzt (Cajal, Perez, Okada 
u. a.), so daf auch ein anderer Bildungschemismus der Silberkeime denk- 
bar wire. 

Mit der primiaren Adsorption der Silberionen, ihrer chemischen Reaktion 
mit dem Eiweiff und der Reduktion der entstehenden Verbindungen scheint 
aber der Vorgang der Keimbildung noch nicht abgeschlossen zu sein. Durch 
die Reaktion mit Silber miissen die Eiweiffstrukturen, wenigstens zum Teil, 
ihre elektrostatischen Eigenschaften andern. Wenn man nun bedenkt, daft 
in der Silbernitratlésung neben Ag-Ionen noch Silberhydroxyd und metalli- 
sches Silber in kolloider Verteilung vorhanden sind, so besteht die Miéglich- 
keit, da sich Silberhydroxyd auf Grund seiner Dipoleigenschaften bzw. 
kolloides negativ geladenes Silber abwechselnd zu gréferen Komplexen an- 
einander lagern; einerseits an das zuerst gebildete Silberalbuminat, anderer- 
seits an die freien Dipole und Nebenvalenzen der entstehenden Komplexe. 
Gleichzeitig scheint die Reduktion fortzuschreiten. Diese Vorginge kommen 
nach einer gewissen Zeit zum Stillstand. Eine Verlangerung der Silber- 
nitratbehadlung vermag die Braunung der Neurite nicht sichtbar weiter zu 
intensivieren. 

Der komplexe Aufbau der in den Ischiadicusneuriten entstehenden 
Silberkeime scheint aus ihrem Verhalten gegeniiber Liésungsmitteln fiir 
Silbersalze und metallisches Silber hervorzugehen. Sie lésen sich innerhalb 
weniger Minuten in 3%iger KCN-Lésung, welche Silbersalze und metalli- 
sches Silber durch Komplexbildung in Lésung bringt; innerhalb etwa einer 
Stunde in 5%igem Ammoniak; innerhalb mehrerer Stunden in Natrium- 
sulfat und schlieflich in geringstem Ausmaf in 5%iger Salpetersdiure. Auch 
die bei Erhéhung der Temperatur betrichtlich kiirzeren nétigen Imprig- 
nationszeiten kénnten, abgesehen von der allgemeinen Beschleunigung 
chemischer Reaktionen in der Warme, eventuell fiir eine Mitbeteiligung von 
Silberhydroxyd an der Keimbildung sprechen. Die Hydrolysenkonstante 
wachst mit steigender Temperatur. 

Wie gesagt, nimmt die Braunung der Ischiadicusneurite im Silbernitrat- 
bad nur bis zu einer gewissen Grenze zu und bleibt dann scheinbar stehen. 
Die Bindegewebsfibrillen um die Neurite bleiben ungefarbt oder nehmen 
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nur einen ganz schwachen, kaum merkbaren gelben Farbton an. Es scheint 
daher notwendig, die Verteilung der Silberkeime in verschiedenen Geweben 
mit feineren Methoden nachzuweisen. 

Die Untersuchungsobjekte waren wieder Zungen von Meerschweinchen 
und Ratten und der Ischiadicus und Milznerv des Rindes. Zum Nachweis der 
Keimverteilung dienten zwei Methoden. Bei beiden werden die ent- 
sprechend vorbehandelten Schnitte zunachst dem Silbernitratbad wahrend 
verschiedener Zeit ausgesetzt und dann einer langdauernden Wasserung mit 
destilliertem Wasser, dem eventuell auch etwas Alkohol zugesetzt wird, 
unterzogen. Dadurch gelingt es, alle noch frei beweglichen Silberionen aus 
dem Schnitte zu entfernen. 

Bei der ersten Nachweismethode fiir Silberkeime werden darauf die 
Schnitte im Muffelofen verascht; anschlieRend wird der Aschenriickstand 
vorsichtig mit einem leicht modifizierten physikalischen Entwickler nach 
Feigl (1947) entwickelt. (Der Entwickler besteht aus 1g Methol, 5¢ Zi- 
tronensaure, 4g Gummi arabicum auf 50 cm* Aqua dest. Vor Gebrauch wird 
zu 10cm* Entwicklerlésung 0,4cm* m/i0 AgNO,-Lésung zugesetzt.) Die 
Gefrierschnitte zum Veraschen werden in Serie hergestellt und abwechselnd 
der eine verascht, der andere zur Orientierung mit Simultan-Gewacin ge- 
farbt. 

Als zweite Methode wurde der von Okamoto, Utamura und Akagi 
(1939) fiir histologische Zwecke adaptierte Silbernachweis mit p-Dimethy]l- 
aminobenzylidenrhodamin? nach F eig] verwendet. 

Beide Methoden ergeben ungefahr gleiche Resultate, doch sind die mit 
der zweiten Methode gefundenen etwas klarer. Das Vorhandensein von 
Silber konnte in allen untersuchten Geweben in wechselndem Ausmaf nach- 
gewiesen werden. Jene Gewebe, die auch beim Einschluf in ammoniakali- 
scher Silberlésung am intensivsten gebraunt werden, also markhaltige Ner- 
ven des Zungengrundes (besonders ihre Markscheiden), gewisse Teile der 
Zungenpapillen und die oberflachlichsten und basalsten Lagen des Epithels 
scheinen besonders zur Bildung von Silberkeimen befahigt zu sein. Muskel- 
fasern und Bindegewebsfibrillen enthalten dagegen weniger Silberkeime. 
Fiir die Menge der entstehenden Keime scheint die Dauer des Vorbades in 
Silbernitrat nicht von wesentlicher Bedeutung. Im allgemeinen wurden die 
Schnitte 10 Minuten, 1 und 2 Stunden dem AgNO, ausgesetzt. Die relativen 
Unterschiede in der Rotfarbung der einzelnen Gewebselemente nach der 
Feiglschen Farbreaktion bleiben dabei ungefahr gleich. Insgesamt gibt der 
Schnitt allerdings eine etwas intensivere Reaktion, je langer er mit Silber- 
nitrat behandelt wird. Die Meinung Palmgrens, daft es bei zu langer 
Dauer des Vorbades zu einer Art ,,Uberbelichtung kommt, scheint nicht 
ganz zutreffend zu sein. Silberkeime allein in Nervenfasern konnten mit 
den beiden genannten Methoden nie festgestellt werden. Dagegen ist es zwei- 
fellos sicher, daf der Ausfall einer Silberimpragnierung wesentlich von der 








2? Das Reagens verdanke ich der auferordentlichen Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Prof. Dr. Hiittig und Herrn Dr. Limontscheff von der technischen Hochschule 
in Graz, denen an dieser Stelle nochmals besonders gedankt sei. 
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Dauer der vorangehenden Silbernitratbehandlung abhingt; diese soll nicht 
iiber das nétige Maf hinausgehen. Doch scheint dabei nicht so sehr das Ent- 
stehen von zuviel Silberkeimen in nicht-nervésen Geweben die Ursache 
zu sein. 

Wenn man Schnitte vom Nervus lienalis fiir 10 Minuten und fiir 1 Stunde 
mit Silbernitrat behandelt, anschliefend nur ein oder zwei Stunden mit 
destilliertem Wasser auswischt, verascht und schlieflich physikalisch ent- 
wickelt, macht man die Beobachtung, dafi die Schnitte, welche nur kurze Zeit 
bekeimt wurden, rascher bei der Entwicklung ..kkommen™ als die linger be- 
keimten. (Freilich tritt das nicht immer ganz regelmaftig ein. Wenn man 
den Versuch éfter wiederholt, kann das Phainomen auch einmal ausbleiben.) 
Spiilt man dagegen nach dem Vorbad sorgfaltig 24 Stunden in oft gewech- 
seltem Aqua dest., so ,.kommt~ bei der Entwicklung zuerst der langer be- 
keimte Schnitt. Wenn man bedenkt, daf die 20%ige Silbernitratlésung stark 
entquellend wirkt, kénnte man dieses gegensatzliche Verhalten vielleicht in 
folgender Weise erklaren. Bei der kurzdauernden Silbernitratbehandlung 
werden die Hydratationshiillen um die submikroskopischen Gewebestruk- 
turen nur wenig verandert. In die Wasserhiillen treten wahrend des Ver- 
weilens des Schnittes im Vorbad Silberionen in reichlicher Menge ein; diese 
werden im Hydratationswasser festgehalten und kénnen durch kurzes Aus- 
waschen nicht entfernt werden. Bei langer Silbernitrateinwirkung werden 
die Hydratationshiillen bis auf einen geringen Rest desintegriert, so daf 
nur eine geringe Anzahl von Ag-Ionen in ihnen festgehalten werden kann. 
Bei der Veraschung werden diese innerhalb der Hydrathiillen beweglichen 
Ag-Ionen oxydiert und anschliefend zusammen mit den Silberkeimen ent- 
wickelt. Es wire nun méglich, daf bei der auf das Vorbad folgenden Re- 
duktion gerade diese an die Strukturen schon lose gebundenen, aber an 
ihnen verschieblichen Silberionen verwendet werden, um die bestehenden 
Silberkeime zu vergréfern. 

Es bleibt nun die Frage, warum im Nerven mehr Silberkeime gebildet 
werden als in anderen Geweben. Eindeutig kann sie auf Grund unserer Ver- 
suche noch nicht entschieden werden, doch scheint auch hier die Weite der 
Intermicellarriume eine gewisse Rolle zu spielen. Die Neurite des Rinder- 
ischiadicus braunen sich schon nach kurzer Behandlung mit AgNO,. Beim 
Nervus lienalis des Rindes bleibt diese Erscheinung aus; die Neurite werden 
nur schwach gelblich. Man kénnte nun annehmen, daf im Lienalis wesent- 
lich weniger abspaltbares Formol vorhanden sei und daft daher die Reduk- 
tion der entstehenden Silbersalzkomplexe nur so gering sei, daff sie zu 
gelblichen Farbténungen fiihre. Das scheint aber nicht der Fall zu sein. Der 
Formaldehydnachweis mit Schiffschem Reagens fallt beim Nervus lienalis 
nur um ein Geringes schwicher aus als beim Nervus ischiadicus. Es liegt 
nun nahe, wieder an eine Funktion der Porenweite zu denken. Die sub- 
mikroskopischen Raume kénnten entweder so eng sein, daf sie die Gréfe 
von Silberpartikelchen, welche eine Braéunung hervorrufen, nicht zulassen, 
oder aber sie kénnten auch zu weit sein. Das letztere scheint in diesem Falle 
die Ursache zu sein. Fiihrt man an einer Reihe von Schnitten des N. lienalis 
die ganze Impragnation durch und variiert dabei die Zeiten des Vorbades, 
Protoplasma, Bd. XL/2. 19 
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so sieht man, daf nur bei einer etwa halbstiindigen Verweildauer im AgNO, 
schine Resultate erzielt werden. (Diese Zeit gilt natiirlich nur fiir den von 
uns verwendeten Gewebsblock.) Bei langerem oder kiirzerem Vorbad wird 
die Impragnation unvollstandig und fleckig. 

Im Silbernitrat unterliegen die Gewebe einer Entquellung und Schrump- 
fung. Es kénnte sein, daf gerade nach einer halben Stunde die submikro- 
skopischen Spaltraiume in den Lienalisneuriten eine forderliche Gréfe ange- 
nommen haben, welche die Entstehung und das Haften der Silberkeime be- 
giinstigt. Daf trotzdem die Braunung ausbleibt, kénnte dadurch seine Er- 
klarung finden, daf das zur primaren Reduktion hauptsachlich notige Formol 
schon vor dem Erreichen der richtigen Porengréfe durch die starke Dehydra- 
dationswirkung des Silbernitrates freigemacht worden ist. 

Es scheint, daB die besonderen Bedingungen in engsten Spaltraumen den 
Aufbau der Silberkeime, vielleicht infolge von Oberflichenwirkungen, be- 
giinstigen; zu enge oder zu weite Intermicellarraume diirften die geniigende 
Bildung von Silberkeimen verhindern kénnen. In dieser Hinsicht soll auch 
darauf hingewiesen werden, daf die Bildung von Silberkeimen allein nicht 
geniigt; sie miissen bei der Weiterbehandlung mit den verschiedenen Rea- 
gentien in den Strukturen, in denen sie gebildet wurden, auch haften bleiben. 


Reduktion und Entwicklung 


Zur Reduktion kommt bei der Gros-Schultze-Impragnation der Sdhnitt 
aus dem Vorbad direkt in Formol 1:4. Abb. 4 zeigt Neurite des Rinder- 
ischiadicus. In Abb. 4a sind Schnitte nach der Silbernitratbehandlung, in 
Abb. 4b nach der anschlieffienden Reduktion photographiert. Man sieht, daf 
die von den Silberkeimen im Vorbad hervorgerufene Braunung sich sowohl 
auf die Axone als auch, in etwas geringerem Ausmafk, auf die Markscheiden 
erstreckt. Die ganze Nervenfaser erscheint im Photo mehr minder einheitlich 
grau. Nach der Reduktion (Abb. 4b) prisentieren sich die Axone viel dunk- 
ler braun und sind gegen die deutlich heller gewordenen Markscheiden 
distinkt abgesetzt. Es kommt also im Formol zu einer weiteren Reduktion 
der Silberkeime und gleichzeitig durch Anlagerung neuer Silberionen bis zu 
einem gewissen Grad auch zu einer Vergréferung der in den Strukturen 
enthaltenen Silberpartikelchen. Dabei scheinen die in den Hydrationshiillen 
der Gewebselemente festgehaltenen Ag-Ionen, auf die schon hingewiesen 
wurde, eine besondere Rolle zu spielen. (Es sei hier auf die eingehende Dar- 
stellung des Reduktionsprozesses von Palmgren (1948) verwiesen, dessen 
Ergebnisse voll bestatigt werden kénnen.) Wahrend sich bei der Reduktion 
die Depots an reduziertem Silber in den Axonen vergréfern, verschwindet 
die Braunung der Markscheiden zu einem grofen Teil. Nach diesem Befund 
mufi man wohl annehmen, dafi schon entstandene Silberkeime nicht immer 
unbedingt festhaften, sondern auch wieder verschwinden kénnen; sei es, 
daf nur lose haftende Silberkeime bei der Reduktion an andere grifere 
Keime in der Nachbarschaft angelagert werden, sei es, da sie durch die 
vom Reduktionsmittel bewirkten Diffusionsstréme ausgespiilt werden. In 
dieser Hinsicht ist es auffallig, daf in den randnahen Teilen des Schnittes, 
dort, wo die Diffusionsstréme am starksten sind, die Impragnation nach 
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Gros-Schultze oft bla und unregelmafig ausfallt. (An den Randern eines 
Schnittes kann das Reduktionsmittel von drei Seiten eindringen.) Es scheint 
also zu einer vollstandigen Impragnation nétig zu sein, daft nicht nur Silber- 
keime gebildet werden, sondern daf sie auch in den Strukturen, in denen 
sie gebildet worden sind, haften bleiben. Allem Anschein nach ist das um 
so weniger der Fall, je lockerer eine Struktur gebaut ist. Die giinstigsten 
Voraussetzungen fiir eine vollstindige Versilberung diirfte demnach ein 
Gewebselement bieten, dessen Interfibrillarraume méglichst weit sind, um 
moéglichst grofe teilweise re- 
duzierte Silbersalzkomplexe 
(= Silberkeime) aufnehmen zu 
kénnen, dessen Intermicellar- 
raume aber andererseits gerade 
noch eng genug sind, um das 
Haften der Silberkeime zu ge- 
wihrleisten, Ist ein Gewebs- 
element dicht strukturiert, so 
wird es nach der Reduktion nur 
geringe Silbermengen enthal- 
ten. Andere, lockerer gebaute 
Strukturen mit grofem Gehalt Abb. 4. Neurite des Rinderischiadicus. Ver- 
an reduziertem Silber werden  gréB2rung 385: 1. a) nach dem Vorbad; b) nach 
bei der nachfolgenden Ent- der Reduktion. 

wicklung das naszierende Sil- 

ber in gréRerem Ausmaf an sich ziehen kénnen und dann starker und 
dunkler imprigniert erscheinen. Uberschreitet die Weite der submikros- 
kopischen Poren aber eine gewisse Grenze, so werden die enistandenen 
Silberkeime nur eine geringe Haftfestigkeit haben und den auftretenden 
Diffusionsstr6men zum Opfer fallen. Eine solche Struktur wird sich nur 
schwach und ungleichmaftig impragnieren kénnen. 





Nach der Reduktion kommen die Schniite zur ,,.Entwicklung” in ammo- 
niakalischer Silberlésung; dabei nimmt der Schnitt, da er vorher nicht durch 
Wasser gezogen wird, eine reichliche Menge von Formaldehyd mit. Das 
Formol vermag die ammoniakalische Silberlésung zu reduzieren, und so 
entsteht in und um den Schnitt naszierendes Silber. Die Menge des ent- 
stehenden Silbers hingt wohl von der Art der Bereitung der ammoniakali- 
schen Silberlésung ab. Je mehr iiberschiissiger Ammoniak in der Lésung vor- 
handen ist, um so weniger naszierendes Silber wird entstehen. Gleichzeitig 
ist zu bedenken, daff Ammoniak die Silberkeime bis zu einem gewissen Grad 
zu lésen vermag. Das naszierende Silber wandert besonders zu den Struk- 
turen, welche bereits die reichlichsten Depots an reduziertem Silber ent- 
halten, lagert sich an die schon bestehenden Silberkeime an und vergréfert 
diese. Dabei werden Silberkeime in jenen Gewebselementen besonders 
rasch heranwachsen kénnen, deren Intermicellarraume leicht zuganglich 
sind. Die submikroskopischen Spaltraume in diesen Strukturen werden 
friiher mit reduziertem Silber ausgefiillt sein als die anderer Strukturen, die 
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von vornherein weniger Silberkeime enthalten und deren Interfibrillar- 
raume dem Wachstum der Silberkeime ungiinstige Bedingungen bieten. 
Wenn man in diesem Zeitpunkt die Imprignation unterbricht, so zeigen die 
Neurite positiven Faserdichroismus, der allerdings nur schwach ist. Er be- 
weist aber, daf® die Silberdepots und damit die Intermicellarriume und 
Micellen parallel zur Neuritachse ausgerichiet sind. Baud (1947/48) hat 
dies ebenfalls an Hand der Weberschen Impragnationsmethode festgestellt. 

In den meisten Fallen wird aber die Entwicklung nicht schon in diesem 
Augenblick unterbrochen, da die Neurite bzw. Neurofibrillen sich noch wei- 
ter zu schwarzen vermégen. Wahrend in anderen Strukturen, in denen die 
Vergréferung der Silberkeime wegen der Grtlichen Gegebenheiten nur 
zoégernd vor sich geht, weiterhin das naszierende Silber hauptsichlich in den 
Intermicellarriumen abgelagert wird, kommt es an anderen, deren Inter- 
fibrillarraiume bereits ausgefiillt sind, zu gréReren Silberablagerungen an der 
Oberflache der Fasern. Diese konnen dadurch betrachtlich verdickt werden. 
Der Dichroismus geht dabei verloren. 

In dieser Hinsicht ist ein Befund Bretschneiders (1950) von Wichtig- 
keit. Er untersuchte mit dem Elektronenmikroskop Ziliaten und deren von 
B. M. Klein (1926—1937) beschriebenes ,,neuroformatives System™. Dieses 
ist ein System aus feinen ,,Silberlinien“, welches sich unterhalb der Pelli- 
kula ausbreitet. Seine Fasern lassen sich nach Trocknung der Ziliaten durch 
Behandlung mit Silbernitrat und anschlieRende Belichtung versilbern. Die 
»Silberfasern“ haben dann einen Durchmesser von etwa 250 mu. Die unver- 
silberten ,,Silberlinien“ zeigten dagegen im Elektronenmikroskop nur einen 
Durchmesser von etwa 100 mu. In diesem Falle wurde also der Durchmesser 
an sich unsichtbarer Fasern auf das Zweieinhalbfache vergréfert und so diese 
Gebilde in den Bereich des Lichtmikroskopes gebracht. 

Bei der Impragnationsmethode K leins handelt es sich um ein Verfahren 
der Vorversilberung, welches ohne nachfolgende ,,Entwicklung~ arbeitet. Man 
wird annehmen diirfen, daf es bei der Gros-Schultze-Methode ebenfalls zu 
einer gleichen, vielleicht auch zu einer noch viel starkeren Durchmesserver- 
gréRerung gerade der feinsten Fasern kommt. 

Man muf froh sein, daf{ man durch diese Eigenschaft der Silberimpragna- 
tion Fasergebilde zu Gesicht bekommt, die an sich dem submikroskopischen 
Bereich angehoren. Andererseits mii&te man dies aber auch bei der kritischen 
Auswertung der mikroskopischen Praparate bedenken. Der Meinungsaus- 
tausch, ob die zartesten peripheren Auslaufer des vegetativen Nerven- 
systems Netze oder Geflechte bilden, erscheint so in einem neuen Licht. 
Wahrend Autoren, die mit Silberimpragnationen arbeiten, meist fiir die 
Retikulumnatur der feinsten neurofibrillaren Ausbreitungen eintreten, hal- 
ten Autoren, die mit Methylenblau die Nerven supravital darstellen, an 
deren Geflechtnatur fest. 

Diskussion 

Der Streit, ob Neurofibrillen Artefakte sind oder nicht, ist fiir unsere 
Untersuchung ohne Belang. Am ehesten diirften sie unter den von Zeiger 
(1949) gepriagten Begriff der ,,reversiblen Struktur* fallen und demgemaf 
wohl Produkte der Mikrotechnik, aber keine Kunstprodukte sein. 
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Die experimentellen Befunde der vorliegenden Studie wurden dahin- 
gehend gedeutet, dafi die submikroskopische Struktur von Nerven- bzw. 
Bindegewebsfasern von wesentlicher Bedeutung fiir ihre Impragnation ist. 
Bei beiden miifte ein ahnlicher submikroskopischer Aufbau vorhanden sein, 
der nur in der Weite der Intermicellarspalten Unterschiede aufweisen diirfte. 
Die Farbe der Imprignation wurde, solange es zu keiner Silberauflagerung 
auf die Fasern kommt, mit der Weite der submikroskopischen Spaltriume 
in Beziehung gesetzt; diese miiRten demnach bei den schwarz impragnierten 
Neurofibrillen weit, bei den nur gelb impragnierten kollagenen Fibrillen 
sehr eng sein. 

Nach der Beschreibung Frey-Wysslings (1948) scheinen alle nativen 
Faserarten prinzipiell den gleichen strukturellen Aufbau zu besitzen. Die 
mikroskopisch sichtbaren Fibrillen setzen sich aus einer Anzahl unsichtbarer 
submikroskopischer Mikrofibrillen zusammen, die voneinander durch wei- 
tere oder engere interfibrillare Spaltriume getrennt werden. Die Spaltriume 
kommunizieren miteinander; in ihnen kénnen gréfere Molekiile, wie Far- 
ben oder Partikel aus reduziertem Silber abgelagert werden. Die Mikro- 
fibrillen selbst werden von Micellarstrangen gebildet, die zwischen sich nur 
ganz feine Intermicellarspalten lassen. Zu diesen haben meist nur Quel- 
lungsmedien, wie Wasser und Salzlésungen, Zutritt. Das submikroskopische 
Spaltraumsystem nativer Fasern ist also heterokapillar; es trennt die Mikro- 
fibrillen und in diesen die einzelnen Micellarstrange voneinander. 

Die Neurofibrillen und kollagenen Fibrillen ordnen sich zwanglos diesem 
Schema ein. Unterschiedlich diirften, von den verschiedenen Faserperioden 
abgesehen, nur die Durchmesser der Mikrofibrillen und die Weite der Spalt- 
raume zwischen ihnen sein. 

Zuleizt hat Baud (1950) mit Osmiumtetroxyd fixierte Neurofibrillen 
aus dem N. ischiadicus der weiften Ratte mit dem Elektronenmikroskop 
untersucht. Er fand parallel zueinander gelagerte, homogene Mikrofibrillen 
mit 200—300 A Durchmesser, welche durch ebenfalls 200—300 A breite Inter- 
fibrillarraume getrennt sind. De Robertis (1948) beschreibt dagegen die 
Mikrofibrillen als ,,Neurotubuli*. [hr Durchmesser schwanki stark je nach 
der Art des verwendeten Materials zwischen 200 und 400 A. Im menschlichen 
‘SSympathicus sollen die ,,Neurotubuli* besonders breit sein, ca. 600 A im 
Mittel. Mit der Dicke der ,,Neurotubuli~ scheint die Weite der Spatien zwi- 
‘schen ihnen verkehrt proportional im Verhaltnis zu stehen. Die Inter- 
micellarréume in den Neurofibrillen des menschlichen Sympathicus sollen 
daher besonders eng sein, was gut zu ihrer schweren Darstellbarkeit mit 
reduziertem Silber pat. Die ,,Neurotubuli* sind sehr labile Gebilde. Sie 
sind in iiberlebenden, aber auch in kurz nach dem Tode mit Formol fixierten 
Neurofibrillen elektronenmikroskopisch darstellbar. 

Die kollagenen Fibrillen zeigen dagegen nach einer Untersuchung von 
J. GroB und F. O. Schmitt (1948) eine Breite von 700—1400 A. Sie schei- 
nen aus 3 bis 10 Mikrofibrillen zusammengesetzt zu sein; diese lassen nur 
so enge Spaltraume zwischen sich, dafi der Aufbau aus Mikrofibrillen im 
Elektronenmikroskop gerade noch angedeutet ist. 

Die Ergebnisse elektronen-optischer Untersuchungen stimmen also gut 
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mit den im vorstehenden auf Grund der Impriagnationsbefunde postulierten 
Strukturverhaltnissen der Faserarten iiberein. 

Als Fixierungsmittel fiir die Silberimpragnation wird hauptsichlich 
Formaldehyd verwendet. Dieses wirkt einerseits durch Vernetzung zwischen 
benachbarten Peptidketten, andererseits durch Methylenierung. Es erzeugt 
im mikroskopischen Bereich recht homogene Gelatinierungen und vermag 
auch im elektronen-optischen Gebiet die submikroskopischen Faserstruk- 
turen weitgehend aufrechtzuerhalten. Auferdem wirkt es oft quellend 
(Jakobj 1923, K. H. Meyer 1929, v. Tellyesnyczky 1926, Zeiger 1949). 
Formol vermag also den zur Silberimpragnation scheinbar nétigen sub- 
mikroskopischen Aufbau von Faserproteinen, besonders auch die Interfibril- 
larraume, in grofem Ausmaf aufrechtzuerhalten. Durch die Methylenierung 
der Aminogruppen kommt es zu einer Verschiebung der isoelektrischen 
Punkte nach der sauren Seite, wodurch das Haftvermégen der Silberionen 
an Neurofibrillen besser wird. 

Formaldehyd wirkt auf Lipoide stabilisierend, doch laBt es sie auch nicht 
ganz unverandert. Nach Mladenovic und Lieb (1929) kénnen mit Al- 
kohol und Ather aus formolfixierten Organen nur viel weniger Lipoide 
extrahiert werden als aus frischen. Doch konnte Weil (1929) feststellen, 
da der Formaldehyd immerhin die Phosphatide hydrolisiert. 

Der gelegentlich zur Fixierung benutzte absolute Alkohol fiihrt durch 
Entquellung und Schrumpfung zu einem Zusammenbruch des Molekular- 
geriistes nativer Eiweiffe und damit zur Koagulation verschieden grofer 
Protoplasmateile. Er vermag aber auch Lipoide und Fette zu lésen, fiihrt 
so zu einer tiefgreifenden Desintegration der Lipoidfassaden und vermag 
derart Diffusionswege zu O6ffnen (Zeiger 1949). Um der hochgradigen 
Schrumpfung zu begegnen, werden dem Alkohol meist OH-loren zugesetzt, 
die einen gewissen Hydratationszustand aufrechterhalten diirften. Giinstig 
wirken beim Alkohol seine lipoidlésenden Eigenschaften. Nach A. Weber 
(1947) vermégen die Lipoide einc gute Impragnation zu verhindern; ab- 
gesehen von ihren reduzierenden Eigenschaften vielleicht besonders dadurch, 
daf sie durch die iibliche Formolfixierung zum Teil von den sie tragenden 
Faserproteinen abgespalten werden, in den Inierfibrillarraéumen liegen blei- 
ben und dann diese verlegen. Weber verbindet demnach die Formalinfixie- 
rung mit einer vollstandigen Lipoidlésung mittels Dioxan, Isopropylalkohol, 
Ameisensaure, Kobaltnitrat und Chloralhydrat. Man kann einer so rigo- 
rosen Entfernung aller Lipoide aus verschiedenen Griinden eventuell skep- 
tisch gegeniiberstehen. Die Entfernung der Lipoide begiinstigt aber sicher 
den Ausfall der Silberimpragnation. Nach einer miindlichen Mitteilung 
Boerner-Patzelts vermag saures Formol wesentlich mehr Lipoide aus 
den Geweben zu befreien als neutrales. Es diirfte sich also im Sinne eines 
schonenden Vorgehens empfehlen, saures Formol zu beniitzen oder, besser, 
noch dieses etwas mit Ameisensdure anzusduern. 

Um eine vollstandige Impragnation zu erzielen, ist es nétig, die Art und 
Weite der Interfibrillarspalten in den Neurofibrillen in optimaler Weise ein- 
zustellen. Diese miissen gerade so weit sein, daft die im Vorbad gebildeten 
Silberkeime durch Diffusionsstréme nicht aus ihnen herausgerissen wer- 
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den kénnen. Die Spaltraumsysteme in Bindegewebsfibrillen sollen dagegen 
mdglichst eng (oder méglichst weit) sein, um eine nur minimale Impriagnation 
zuzulassen. Die Formaldehydfixierung scheint diese Bedingungen bis zu 
einem gewissen Grad zu erfiillen. Die elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen haben gezeigt, daft die GréRenverhialtnisse im submikroskopischen 
Aufbau der Neurofibrillen je nach Tier- und Nervenart weitgehenden 
Schwankungen unterliegen. Die Fixierungsstabilitét nach Formolfixierung 
ist gering, es ist daher méglich, durch vorsichtige quellende oder entquellende 
MaRinahmen die Intermicellarraume auf eine giinstige Gréfe zu bringen. 
Diese sollte aber auch nach Méglichkeit wahrend aller Impragnierungspro- 
zeduren beibehalten werden. Im Silbernitrat schhrumpfen die Gewebe stark. 
Um dies zu verhindern, setzt Weber dem Vorbad eine geringe Menge Pyri- 
din zu. Bei der Verwendung dieser organischen Base ist besondere Vorsicht 
geboten. Die giinstige Wirkung kann leicht durch ein Zuviel in das Gegen- 
teil verkehrt werden. Es scheinen kollagene Fasern in gréferem Ausmal 
der Quellung zuginglich zu sein als Neurofibrillen. Dies ist nicht verwun- 
derlich, wenn man bedenkt, daf im nativen Zustand bei den kollagenen 
Fibrillen nicht nur intermicellare, sondern auch intramicellare Quellung 
moglich ist. 

Die Befunde der vorliegenden Studie diirften es gestatten, die Art der 
Spezifitat von Silbermethoden zu beurteilen. Ob eine Struktur schwarz 
oder braun oder gelb dargestellt wird, scheint danach weniger von rein 
chemischen Beziehungen als vielmehr von ihrem submikroskopischen Auf- 
bau abhingig zu sein. Es werden eben nicht so sehr Neurofibrillen, argyro- 
phile oder kollagene Fasern wegen ihrer spezifisch chemischen Eigenschaften 
dargestellt, sondern allgemein Elemente mit Faserstruktur. Wenn die Art 
und Gréfe der Intermicellarraume in einem Faserprotein optimal ist, so 
wird die Struktur schwarz und distinkt impragniert. Ist dies nicht der Fall, 
bleibt die Struktur ungefarbt oder zeigt nur gelbe, braune oder graue Tone. 


Zusammenfassung 
Auf Grund der Gros-Schultzeschen Modifikation der Bielschowsky-Silber- 


impragnationsmethode zur Darstellung von Neurofibrillen wurden physika- 
lische und chemische Faktoren untersucht, welche die Versilberung zu férdern 
oder zu hemmen vermégen. 

Wenn man entsprechend in Formol fixierte und gewisserte Gefrier- 
schnitte in ammoniakalischer Silberlésung unter dem Deckglas einschlieft, 
dann braunen bzw. schwiarzen sich die Strukturen in verschiedenem Ausmaf. 
Die durch diese Behandlung den einzelnen Gewebselementen verliehene 
Farbe scheint weder von der Reduktionskraft der einzelnen Strukturen noch 
von ihrer Formolabgabe und auch nicht von der Lage ihres isoelektrischen 
Punktes wesentlich beeinflu&t zu werden. Ob eine Struktur schwarz oder 
gelb impragniert ‘wird, diirfte dagegen eher von ihrer Dichte bzw. von der 
Weite ihrer Intermicellarspalten abhangen. 

Die Vorginge bei der Impragnation nach Gros-Schultze wurden wie folgt 
gedeutet: 

Im Vorbad in Silbernitrat kommt es zur Keimbildung in verschiedenem 
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Ausmaf in den einzelnen Geweben. Die Verteilung der Silberkeime wurde 
nachgewiesen. Sie entstehen zuniachst durch elektrostatische Adsorption von 
Ag-Ionen. Diese gehen dann mit den Gewebseiweiften chemische Verbindun- 
gen ein, die durch die Reduktionskraft des Gewebes oder, wahrscheinlich 
noch in starkerem Ausmaf, durch frei werdendes Formol teilweise reduziert 
werden. Die Silberkeime vergréfern sich dann noch durch wechselnde An- 
Jagerung von Silberhydroxyd und kolloidalem metallischem Silber bis zu 
einer gewissen GroéRe. 

Bei der Reduktion in Formol werden die als ,,Keime~ bezeichneten Silber- 
salzkomplexe noch weiter reduziert und gleichzeitig durch Anlagerung wei- 
terer Silberionen vergréRert. Dabei scheinen die in den Hydratationshiillen 
der Strukturen festgehaltenen Ag-Ionen eine besondere Rolle zu spielen. 

Bei der ,,.Entwicklung“ der Silberkeime in ammoniakalischer Silber- 
lésung werden diese durch feinverteiltes naszierendes Silber bis auf ihre 
endgiiltige GréBe gebracht und ergeben so die wechselnden Impragnations- 
farben der einzelnen Strukturen. 

Fiir den Ausfall der Silberimpragnation scheint eine entsprechende sub- 
mikroskopische Struktur der Substrate von wesentlicher Bedeutung zu sein. 
Sind die Intermicellarspalten zu weit, so kénnen die entstandenen Silber- 
keime durch Diffusionsstréme wieder ausgewaschen werden; sind die Inter- 
fibrillarriume zu eng oder durch Gewebsspaltprodukte verlegt, so wird die 
Impragnation verzégert. 

Eine optimale Gréfeneinstellung der Intermicellarspalten kann durch 
Lipoidlésung und durch vorsichtige quellende und entquellende Mafnahmen 
erzielt und soll nach Moglichkeit wahrend aller Impragnationsprozeduren 
aufrechterhalten werden. 

Die Spezifitat der Silberimpragnationen wurde dahingehend definiert, 
daf nicht Neurofibrillen oder Bindegewebsfasern wegen ihrer spezifisch 
chemischen Eigenschaften verschieden dargestellt werden, sondern weil sie 
Faserproteine mit ungleich weiten und verschieden zugingigen Inter- 
micellarraumsystemen sind. 
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Die Leptonik erklirt den duktilen Bau der Lianen-Sprosse 
von Clematis Vitalba L. 
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H. Ziegenspeck, Augsburg 
Mit 16 Textabbildungen auf 2 Tafeln 


(Eingelangt am 15. Februar 1951) 


Einleitung: Die Wuchsart von Clematis Vitalba L., 
einer der wenigen mitteleuropiischen Lianen 


Schlagt man eine der gangigen Biologien der Pflanzen wie Kerner (1888), 
Neger (1913) oder Migula (1926) auf, so findet man eine ziemlich genaue 
Behandlung der Lebensgeschichte und Wuchsart der Waldrebe. Wie bei 
ihren Verwandten (Cl. recta L.) auch im spateren Leben, ist bei Clematis 
Vitalba L. in der Jugend die Pflanze aufrecht. Da dieser Stengel zuniachst in 
derselben Art wie bei Windepflanzen mit der raschwiichsigen Spitze kreist, so 
halt Darwin (1899) dafiir, daB die Blatikletterer im allgemeinen und Cle- 
matis Vitalba im besonderen von Windepflanzen abstammen. Beim Be- 
riihren mit Stiitzen umschlingen sie diese unvollkommen. 

Sehr bald setzen sich die Blattstiele als Ranken an die Stelle des Sprosses. 
Kerner (1888) bildet das fiir die verwandte Clematis alpina L. ab. Die 
Ranken halten den Sommer iiber beblattert den Sprof an der Stiitze fest. 
Die Blatter fallen im Herbst ab, jedoch die Rankenstiele bleiben erhalten, 
wie schon Moh] (1827) wufte, und dauern zwei Jahre aus, im Winter zwar 
vertrocknend, aber noch nicht verfallend. So an eine Pflanze angeheftet, stre- 
ben die Sprosse immer weiter nach oben bis zu 10m. Diese Héhe kénnte der 
bleistiftdicke, aber zihe Stamm ohnedem nicht erreichen. 

Durch starke Verzweigung und Ineinanderwinden bilden sich dicke Uber- 
ziige und Gewirre, die z. B. in den oft sehr urspriinglichen Auwildern der 
siiddeutschen Fliisse (Lech) wirkliche Dickichte darstellen kénnen. In etwas 
durch die Kultur ,.gezahmter~ Form bildet (Migula) einen solchen Vorhang 
der Waldrebe ab. 

Das Aufgeben des Windens ist nach Darwin von grofem Vorteil, weil 
die Blattranken (cirrhi petiolares) einerseits fester an den oberen Teilen 
haften und sich immer erneuern. Andererseits kann der Stengel besser orga- 
nisiert sein und mit seiner ganzen Lange auch an sehr dicken Baumen auf- 
steigen, ohne durch das Dickenwachstum beeinfluBt zu werden. Nahe Ver- 
wandte bilden richtige Ranken aus, wie unser Autor ausfiihrt (Naravelia). 

















H. Ziegenspeck: Die Leptonik erklart den duktilen Bau der Lianen-Sprosse 299 


Elastizitit der Ranken und der Sprosse 


Nimmt man eine Ranke, mit jeder Hand an den Enden anfassénd, und 
zieht man, so bemerkt man deutlich auch an abgestorbenen Stiicken die 
gummiartige Ziehbarkeit, ohne dafi die Ranke zerreifit. Die Ranke ist hoch- 
gradig ausziehbar und elastisch. (Ihre Anatomie und Leptonik ist zwar von 
uns untersucht worden, soll aus Raummangel nicht behandelt werden.) 
Ebenso elastisch sind die alten und jungen Sprosse. Wir konnten das selbst 
an ziemlich dicken Stiicken mit fiinf und mehr Jahresringen feststellen. Das 
kannte bereits Sonntag (1909). Auf ihn geht die Kenntnis der Beziehung 
zwischen Micellierung (Verlauf der Micelle) und Elastizitaét und Duktilitat 
zuriick. Die Waldrebe ist geradezu ein Musterbeispiel fiir Ziehbarkeit und 
Elastizitat. 

Kein geringerer als Steinbrinck (1927) hat diese Gedankengiinge iiber- 
nommen und uns (1938) zur Aufstellung des Gegenmicelldehnungssatzes 
veranlaft. Durch die Untersuchungen von Mez und nicht zuletzt durch 
Rasdorsky (1925—1930, 1937) kommt man zur Federfestigkeit der Staimme. 
Die Ubertragung auf die Einzelzelle ist von mir selber (1943) eingehend ver- 
treten worden. Vgl. auch Tobler (1939) und Walter (1946). Meines Wis- 
sens findet sich keine eingehende Behandlung der Anatomie und der Lep- 
tonik der Einzelelemente, die sicher fiir eine ganze Reihe von Schling- und 
Kletterpflanzen von programmatischer Bedeutung ist. Sie soll daher im 
nachfolgenden im Lichte der Elektronenmikroskopie von Frey-Wyssling 
und Miihlethaler (1948, 1949, 1950), Kratky (1951), Wergin (1942, 
1950), Wyckoff (1944, 1948) vorgenommen werden. Die verfeinerten licht- 
mikroskopischen Beobachtungsmethoden lassen uns eine Reihe von Beobach- 
tungen mit den Mitteln erzielen, die auch den nicht mit Ubermikroskopen 
Gesegneten zugiinglich sind. Um die Abhandlung nicht zu sehr anschwellen 
zu lassen, muff ich auf die Schilderung der Methodik verzichten, die unter 
anderem in verkiirzter Form gegeben ist (Ziegenspeck 1951). Der Vorteil 
der Verwendung von Polarisationsmikroskop, Dichroismus und Metachrois- 
mus, Phasenkontrast und Dunkelfeld mit Azimutblende liegt zudem in der 
topographischen Behandlungsméglichkeit des Gewebes oder seiner Einzel- 
elemente in Form von Mazerationsprodukten durch Sc hulzesches Gemisch. 
Wir wollen nun im nachfolgenden, von der gewoéhnlichen Anatomie aus- 
gehend, zu der Behandlung mit den Methoden der Leptonik fortschreiten. 


Physiologische Anatomie des Stengels im Winterzustande 


Querschniit 


Die ganzen Teile innerhalb des Kambiums zeigen, mit dem Lux UV von 
Reichert untersucht, eine sehr kraftige, primaire, himmelblaue bis griinliche 
Fluoreszenz. Diese eignet, wie bereits Metzner (1930) und ich (1931) und 
auch meine Schiiler K iinemund (1932) und Eichler (1934) ermittelten, allen 
verholzten Substanzen und fallt meist mit der Phloroglucinreaktion zu- 
sammen. Von der Verholzung sind demnach weder die Markstrahlen noch 
das Hoizparenchym noch der gréfte Anteil des Markes frei. Die Fluoreszenz 
ist dabei ziemlich gleichmaBig auf alle Lamellen der stark verdickten Winde 
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ausgebreitet, héchstens an ganz feinen Schnitten beobachtet man eine be- 
sondere Verstairkung in den sehr feinen Interzellularsubstanzen. Zum ge- 
nauen Nachweis dieser Dinge muf man die Apperturblende der starken 
Objektive anwenden, wie das von Reichert empfohlen wird (1944). Wir 
verwenden zu diesem Zwecke eine Objektivblende auch fiir starke Trocken- 
systeme, welche man bei Dunkelfeldbeobachtung zum Vermeiden der Uber- 
strahlung empfiehlt. Fluoreszenz in griinlicher Farbe besitzt der Kork der 


iibereinander gelagerten Borkenteile. Die Bastelemente liefen die Holz- . 


reaktion vermissen. 

Die weitere Untersuchung beniiizte vornehmlich die metachromatische 
und dichroitischhe Farbung mit Benzazurin (Czaja 1930, Ziegenspeck 
1938, 1940, 1941). Als Einbettungsmittel verwandten wir zumal das Euparal. 
Daneben fiihrten wir Behandlung mit dem ebenfalls dichroitische Reaktion 
erzeugenden Chlorzinkjod durch (Frey-Wyssling 1928, Ziegenspeck, 
1. c.). Die Untersuchung mit dem Phasenkontrast und Dunkelfeld erfolgt am 
geeignetsten in Phenolglyzerin oder Phenolmilchsaure (ein Teil konzentrier- 
tes Glyzerin oder Milchsaure auf neun Teile Phenolum liquefactum). Dieses 
Medium besitzt ein gewisses Bindevermégen fiir Gewebewasser, ohne Trii- 
bung oder Abscheidungen zu erzeugen. Die Reflektion der Oberflache der 
Zellwinde usw. wird durch die hohe Lichtbrechung ausgeschaltet. Auch fiir 
viele Untersuchungen von Gewebe mit dem Polarisationsmikroskop bietet 
dieses Verfahren Vorteile vor der Aufhellung in Chloralhydratglyzerin, weil 
es auf Zellulose und ihre Abkémmlinge mehr physikalisch einwirkt. Zum 
Vermeiden von Auskristallisation gibt man dem iiblichen Chloralhydrat etwa 
10% Glyzerin zu. Daf zum Klaren der Bilder vielfach chemisches Aufhellen 
in Eau de Javelle vorteilhaft ist, setzen wir als bekannt und iiblich voraus. 
Bei den Untersuchungen auf Dichte mit Metachroismus mufi man dies unter- 
lassen oder nur sehr kurz einwirken lassen, weil dadurch viele ,.Fiillmittel” 
der Wandungen zerstért werden. Uber die Einzelheiten der Praparation sei 
auf die Literatur verwiesen (Ziegenspeck 1938, 1951). 


Mark 

Nur ein ganz geringer Teil des Markes im Inneren des Stengels ist zer- 
driickt und zerpreftt, er nimmt die blaue Farbung wenig dichter Wandun- 
gen mit Benzazurin und Chlorzinkjod an. Dieser unverholzte Markkern ist 
von zwei bis drei dichteren, also rotviolett bis rot gefarbten Zellen ein- 
gehiillit, die nur schwach verdickte Wandungen haben. ‘Die Hauptmasse 
(10 bis 15 Zellagen) ist stark verdickt, lamelliert und verholzt. 

Interzellularsubstanz ist auffallend wenig vorhanden und die Zwickel 
sind nicht aufgefiillt, sondern fiihren Luft. Die einzelnen Sekundiarlamellen 
weichen durch verschiedene Brechung ab. Ihre Doppelbrechung ist im Sinne 
einer perizellulairen Micellierung, wenn man die Anschnitite der Wande an- 
schaut. Sehr haufig lésen sich aus der Schnittflache einzelne Fila heraus. 
Wir bezeichnen mit diesem Namen die Biindel von Mikrofibrillen, welche ins 
Bereich der Sichtbarkeit kommen (Ziegenspeck 1951). Die Fila liegen im 
Sinne des Zellumfanges und ihre Doppelbrechung streicht gleichfalls so. Die 
Flachenwande des Querschnittes sind dermafen reichlich mit Tiipfeln aus- 
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gestattet, daft durch deren zirkulare Micellierung ein buntscheckiges Bild mit 
<lem Polarisationsmikroskop und Gipsplattchen Rot I-Ordnung aufkommt 
und man keine andere Micellierung als diese netzige aufweisen kann. Das 
bedeutet eine allseitige Festigung der Querschnittflachenwiande der Zellen. 

Alle Markzellen fiihren Starke. Wir sind versucht, in diesem Vorkommen 
eine Sparstirke fiir Gewebeumwandlungen beim Sprengen des von innen 
den Holzkérper bindenden Markes zu sehen (Ziegenspeck 1924). Gegen 
die Holzprimanen verdichtet sich das Gewebe zu einer kleinzelligen Mark- 
scheide. 


Xylemteile 


Die Holzprimanen stehen dicht und sind mit anderen verholzten Zellen 
vereinigt. Sie nehmen rasch an Groéfe zu. Zwischen die Vorwélbungen der 
Primanen drangen sich die Markstrahlen vor, zunachst noch von: kleinen dich-- 
ten Holzzellen gebildet. Sie sind ziemlich breit: 18 bis 20 Zellen. Ihre ver- 
dickten und verholzten Zellen beginnen erst dann mit der radialen Streckung, 
wenn die ersten, weiten, drei bis vier Riesengefale im Holzteil erscheinen. 
Ihr Lumen ist von der Gréfenordnung, die den Lianen und sonstigen Orga- 
nen mit sehr grofer Leitfahigkeit fiir Wasser auf engem Querschnitte zu- 
kommt. Bekanntlich ist der Widerstand gegen den Durchgang nach dem 
Peiseuilleschen Gesetz fiir Kapillaren umgekehrt proportional dem 
Quadrate der Querschnittfliche. Die anderen Griffen, die diesem Gesetze 
zugehoren, kénnen wir zunachst aufer Beachtung lassen (F uchs-Ziegen- 
speck 1925, Ziegenspeck 1936, Huber 1928). Der Durchmesser der 
groften Tracheen schwankt zwischen 100 und 224 uv, selten sind es nur 80 bis 
100 u. Setzen wir fiir die Rechnung 160 als Durchschnitt an, so ist die 
GroéRe eher zu klein als zu grof. Der ganze Querschnitt eines fiinfjahrigen 
Sprosses fiihrt etwa 300 Stiick. Die kleinen Tracheen, die man deutlich als 
solche auf dem Querschnitte erkennen kann, sind etwa 3600 an der Zahl. 
Thr Durchmesser ist im Durchschnitt etwa 29 u (22 bis 36). Durch Rechnung 
ist die Leitflache etwa ein Drittel der grofen Tracheen. Wenn man nun 
noch bedenkt, daft auch die Lange der Tracheenréhren ohne Querwinde 
ebenfalls in Rechnung gesetzt werden muff und diese bei den weiten etwa 
2m!’ gegen héchstens 10cm bei den kleinen hat, so wird man kaum fehl 
schiitzen in der Annahme, dafi bei guter Versorgung durch die Wurzeln 
clie Leitung fast ausschlieBlich durch die weiten Tracheen bewerkstelligt wird 
und daf die engen nur einen geringen Anteil, kaum ein Zehntel, der Wir- 
kung ausmachen. 

Die Dicke der Wand der Tracheen ist etwa 7 bei den weiten und 
3 bis 4 bei den engen Gefafen. Wir sehen, daft damit die Wand bei den 
engen Gefafen im Verhiltnis besser gesichert ist als bei den weiten Ge- 
faBen. Wir verstehen daher das Einfassen der iiberweiten RiesengefaiBe 
mit stark verdickten Elementen (Libriform und Ersatzfasern). Das Ein- 
fassen erfolgt zumeist in einem Bogen auf der AuRenseite. Vielfach nahern 


1 Bei Lianen findet man bis 5m lange Riesengeféfe (Walter 1946, Lehr- 
buch 1947). 
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sich die Tracheen den Anhaufungen von derbwandigen Elementen an den 
Markstrahlen. 

Zumal gegen Jahresende und vornehmlich bei den spiiteren Jahres- 
ringen erscheinen nach den iiberweiten Tracheen noch eine gréfere Anzahl 
der in obigen Rechnungen beriicksichtigten engen Tracheen, Tracheiden und 
Ubergangsbildungen zu Holzparenchym und Ersatzfasern. Die drei letzte- 
ren Bildungen sind aber auf dem Querschnitte schlecht zu erkennen und ab- 
zuschitzen. Da diese Zellen verhaltnismafig kurz sind, so kommen sie fiir 
die Leitung bei guter Wurzelversorgung kaum in Frage. 


Kambium und sekundiare Rinde 


Eine Eigenart des Querschnittes sind die vorspringenden Rippen am 
-Ende jeden Jahres bei den Markstrahlen. Sie bestehen aus engwandigen, 
stark verdickten Holzelementen, also Libriform und Ersatzfasern. Seitlich 
von ihnen miindet oft ein Markstrahl aus. Er ist aber nicht an dieser Stelle 
verholzt, sondern besteht aus unverholzten und kaum verdickten Zellen. Ein 
solcher Keil dringt von auften in das Holz auf kurze Strecken ein. Bei den 
dichroitischen Farbungen und Reaktionen heben sich diese blau bis violeit 
gefarbien Anteile deutlich von dem rot, bzw. gelb gefarbten Holzkérper ab, 
je nachdem man Benzazurin oder Chlorzinkjod angewandt hat. Diese mehr 
oder weniger kambialen, zum mindesten noch radial streckbaren Markstrahl- 
enden sind in eine feste Hiille eingelagert. 

Durch die vorstehende Rippe wird eine konkave Einbuchtung erzeugt, 
in die das kambiale Gewebe und der tatige sekundiare Bast eingebettet ist. 
An seiner Aufenflache tragt er eine Lage Hartbastfasern aus zwei bis drei 
Zellen. Sie ist dicht geschlossen und biegt sich nach innen auf die Rippe zu. 
Se sind die empfindlichen Kambien und das lebende Phloém in eine flache 
Hiille eingelegt, die auf dem Querschnitte bikonvex erscheint. 

Das kambiale Gewebe ist ziemlich umfangreich. Es ist in deutliche radiale 
Reihen von 15 bis 20 Zellen angeordnet. Die Radialwinde sind auffallend 
derber als die feinen tangentialen. Die innerste, sich durch die blaue Far- 
bung vom Holz abhebende Schicht hat hin und wieder eine diinne rétliche 
Sekundarlamelle. Die tangentialen Reihen der meist viereckigen Zellen sind 
zunachst nach innen konvex vorgebogen. Gegen das Phloém zu gleicht sich 
die tangentiale Reihe zu einer Lage im Sinne des Siammumfanges aus. 

Es kommt nunmehr das Phloém. Die Grenze ist durch eine Zellage ge- 
bildet, die vielleicht etwas Korkmembranen angelagert hat, auf jeden Fall 
ein Phellogen bilden wird. Die etwa 18 bis 20 duferen Zellen, das noch 
titige Phloém, hat etwas mehr abgerundete Zellen. Auffallend dabei ist, 
da nur geringe oder keine Gréfenunterschiede vorliegen. Gelegentlich er- 
kennt man eine Siebplatie. Auffallend grofe Siebréhren fehlen. Ebenso 
fehlt eine Gliederung in Geleitzellen und Bastparenchym, sofern sich diese 
an aufgehellten Schnitten erkennen lat. Die Ranunculaceae neigen haufig 
zum Fehlen eines eigentlichen Bastparenchyms. 

An der Aufengrenze liegt ein Bogen von Hartbastelementen mit starker 
Verdickung der Wiande. Da das kambiale Gewebe am Holze durch den 
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bogigen Verlauf nach dem Holze zu breiter ist als die Grenzzone, so ist der 
Weichbast beim Verwachsen dieser Teile nach auften kiirzer. 

Wo die Markstrahlen im Baste verlaufen, besitzen sie etwas radial ge- 
streckte Zellen. Die Querschnitisflachenwande tragen ausgesprochene, grofe 
Tiipfel mit Spangenfila, die wir fiir das sonstige Bastgewebe weiter unten 


beschreiben. 
Borkenbildung 

Regelmaftig bildet sich an der Grenze gegen das ruhende Kambialgewebe 
in jedem Jahre eine Phellogenschicht, die nach innen einige (drei bis vier) 
Phellodermzellen erzeugt, die wieder in ihren etwas tangential gestreckten 
Wanden die Tiipfel mit Filarspangen haben. Nach aufen gliedert das Kork- 
kambium etwa fiinf Peridermzellen ab, die sich mit dem metachromatischen 
Farben gelblich farben. Das Phloémgewebe wird zu Keratenchym zerpreftt, 
nur vereinzelte Bastparenchymzellen strecken sich tangential und haben 
wieder die Tiipfel mit den Spangenfila. Dann schlieft sich die vorjahrige 
Hartbastsichel an. Es kommt zu einer eigenartigen Farbfolge mit Benz- 
azurin: blau (Phelloderm), gelb Periderm, rot Keratenchym und Bast. Der 
Zerfall der Borke und die Sprengung an den Stellen iiber den Markstrahlen 
erzeugt die eigenartige Abschiirfung der langen Borkenbiander. 

Aus dem Querschnitte erkennen wir den eigenartigen Schutz der Phloém- 
und Kambialgewebe sowie des eingesenkten Markstrahlkambiums. Jedoch 
eine Erklairung fiir die Elastizitat kénnen wir nicht ableiten. 

Um weiterzukommen, miissen wir die Lingsschnitte studieren. 


Liingsschnitte des Kambiums und Phloéms 


Die Betrachtung derselben mit Benzazurin und Chlorzinkjod, weniger 
mit Phasenkontrast und Dunkelfeld, lat uns sehr tiefe Einblicke in den 
Wandbau tun. Alle mehr oder weniger gestreut micellaten Membranen er- 
scheinen II zum Nikol dunkel, hellblau bis weil. 

Bei schwacher Vergréferung fallt bereits der unscharfe Dichroismus auf. 
Man sieht dunkel bzw. heller blau. Das kann einerseits auf gestreute Micelle 
hinweisen, es ist also dann keine scharfe Plus- und keine scharfe Minusstel- 
lung nachzuweisen. Andererseits sind gekreuzte Membranen vorhanden, 
die sich bei flachen Spiralen der Micelle teilweise aufheben. Mit dem Gips- 
plattchen Rot I. Ordnung allein beobachten wir eine Additionsfarbe bei Par- 
allelstellung der Querdurchmesser der Zellen zur Achse. 

Durch die Betrachtung mit starker VergréRerung (1/12 Immersion oder, 
weniger deutlich, mit Objektiv 6L Leitz) bekommt man tiefe Einblicke in 
den Membranaufbau. Die derberen Radialwande haben keine umfang- 
reichen Tiipfel. Zwischen hellen, ungefarbten gekreuzten Teilen beobachtet 
man ein System sich kreuzender, hauchdiinner Striche, die stark anfarbbar 
sind. Durch Drehen iiber dem Nikol findet man drei Stellungen: 

a und a) Bei der Quer- oder Langsstellung des Langsdurchmessers der 
Zelle erkennt man stirker oder schwiacher gefarbt das Muster der beiden 
Streifungen. Es ist die Additions- und Subtraktionsstellung mit dem Kom- 
parator (Gips- oder Glimmerplattchen). Wir haben die Dinge photographisch 
festgehalten, A mit Benzazurin, A mit Chlorzinkjod. 
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b) Es kann nur eines der Streifensysteme in Plusstellung, also dunkler 
Farbe bei schiefer Stellung zur Schwingungsachse des einen Nikols sein. Das 
andere ist dann mehr oder weniger in Minusstellung und somit unsichtbar 
bzw. hell geworden. Unverkennbar ist die Wandung aus feinsten Fila in 
flachspiraliger Anordnung aufgebaut (B). Die flachen Spiralen der Fila 
werden beim Ziehen elastisch gespannt. 

Diese Filarstreifen sind bei genauester Betrachtung ziemlich isoliert (siehe 
auch Schaede 1940). Wir stellen fest, da die Dicke dieser Fila etwa mit 
der der Mikrofibrillenbiindel der Sekundaérwande der Elektronenmikro- 
skopie zusammenfallt. Am Rande der Schnitte, wo eine Zelle angeschnitten 
ist, sieht man die Fila frei miinden, es entstehen kammartige Bilder. Auch 
dieses Mal haben wir die Bilder aufgenommen. Die Beobachtung in Chlor- 
zinkjod laRt eine gewisse Quellung aufkommen (C in Mittelstellung, C’ in 
Plusstellung des Dichroismus). Man kann diese Fila, wie wir sie nennen 
(Ziegenspeck 1951), auch mit Phasenkontrast, Dunkelfeld mit Azimut und 
Polarisation kenntlich machen, zumal wenn man vorsichtig mit Kupferoxyd- 
ammon quillt. Sie sind ein gesondertes Element der Wandung. Solche Wan- 
dungen nennen wir eufilat, weil die Fila ohne nennenswerte Streuung in 
einer Richtung streifen. 

Stellt man sich hingegen die Tangentialwinde ein, so gewahri man ein 
ganz anderes Bild. Es finden sich ziemlich umfangreiche Tiipfel oder Tiipfel- 
felder. Um diese ist die Wand ohne Filarstruktur zirkular micellat. Die 
Tiipfel bzw. die ,,Felder feinster Tiipfelchen“ sind dadurch aus den Zug- 
spannungen herausgelést (Ziegenspeck 1940, 1948). Die Wandung zwi- 
schen diesen ist ausgepragt quermicellat, also langsziehbar und von einer 
gewissen Elastizitat. 

Beim Betrachten der TiipfelschlieRhaut oder der ,,Felder der feinsten 
Tiipfelporen* gewahrt man die schon mehrfach angefiihrien durchstreichen- 
den Spangenfila. Sie sind deutlich durch Farb- bzw. Reaktionsdichroismus 
kenntlich und durdhziehen in allen Richtungen die SchlieShaut. Ohne Nikol 
erscheinen sie nur schwach als eine Art Netzung. Ich méchte diesen Aufbau 
als Retefilierung bezeichnen. Wir bitten, einen Vergleich mit den elektronen- 
mikroskopischen Aufnahmen der Tiipfel zu vergleichen (Miihlethaler 
1950). Sie sind identisch, weil die dortigen Mikrofibrillenbiindel dieselbe 
Dimension wie unsere Spangenfila besitzen. Der Name Filum ist nur hand- 
licher als die dortige Bezeichnung mit einem Sprachmonstrum (Ziegen- 
speck 1951). Auch diese Spangenfila haben wir mikrophotographiert (D). 

Die Querwinde der Kambial- und Phloémelemente, welche in der Quer- 
schnittflache des Schnittes liegen, haben eine véllige eufilate Struktur. Man 
sieht Siebwande mit sehr feinen Tiipfeln. Die Spangenfila kommen schlech- 
ter heraus. Ein Mikrophotogramm ohne Nikol sei als E beigegeben. Das 
gibt eine Aussteifung der Querwinde, die in allen Richtungen gleich nach- 
oder unnachgiebig ist. Erweitern sich die Siebfelder, so entstehen die weiten 
Poren der Siebplatten der Siebréhren. 

Wir kénnen also an den Schlufi dieses Absatzes die Behauptung setzen: 
Die gekreuzte flachspiralige Eufilierung der Radialwande erzeugt ein ela- 
stische Konstruktion derselben. Die durch Spangenfila und zirkulare Micel- 
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lierung ausgezeichneten TiipfelschlieRhaiute sind damit aus der mechani- 
schen Beanspruchung ausgeschaltet. Dagegen sind die tiipfelfreien Tan- 
gentialwande infolge ihrer Quermicellierung ziehbar eingerichtet. Der durch 
die verholzten und verdickten Elemente geschiitzte Weichbast und die Kam- 
bialzone sind von langsziehbarer (duktiler) Bauart. 

Bei unseren Betrachtungen gehen wir nun zu den 


Lingsschnitten durch das Xylem 


iiber. Die Einzelelemente sollen zugleich in den Isolierungen durch die 
Maceration behandelt werden, da diese nach dem Schulzeschen Verfahren 
gewonnenen Einzelzellen besonders gut auf die Micellierung und Filierung 
untersucht werden kénnen. Die metachromatische Farbung mit Benzazurin 
und die Reaktion mit Chlorzinkjod ergeben allerdings andere, tiefere Far- 
bungen als die unbehandelten oder nur schwach aufgehellten Schnitte. 


Die grofen GefaiRe (GefaBriesen) 


Die ausnehmend derbe Wand ist dicht mit Tiipfeln besetzt. Sie sind im 
allgemeinen quer ausgezogen und im gleichen Sinne behdéft getiipftelt. Thre 
Richtung fallt mit der queren Micellierung zusammen. An Anschnitten aft 
sich die Filierung an den kammférmigen Enden und dem Hineinstreichen 
abnorm violett gefarbier Striche in dieselbe rote Wandung erkennen. 
Wihrend sich sonst die Wandung mit Chlorzinkjod gelb bis braun und mit 
Benzazurin rot farbt, nehmen die Fila deutliche blaue bzw. blauviolette 
Farbe an. 

Beim Betrachten von Schnitten oder auch von Maceraten in Phenol- 
glyzerin (1:10) unter Aufsetzen einer Polarisatorplatte oder eines Analy- 
sators treten die Spalten der Hoftiipfel besonders scharf bei paralleler Lage 
zur Polarisationsebene hervor. Bei senkrechter Lage dagegen verschwimmen 
diese Anteile, und die Primarwand hebt sich grau gefarbi deutlich mit der 
elliptischen SchlieRhaut der Hoftiipfel ab. Kennzeichnenderweise gewahrt 
man einige senkrecht zum Micellverlaufe streichende Spangenfila in der 
Sekundarlamelle, welche gewissermafen die Fibrillen seitlich zusammen- 
halten, sobald man ganz feine Anschnitte mit dem Phasenkontrast und Nikol 
ansieht. 

Die Fila in der sekundiren Wand kann man in mehreren Anschnitten 
der Lamellen iibereinanderliegend gewahren. Die Sekundarlamelle ist so- 
mit ausgesprochen quermicellat und querfilat zum Langsverlauf der Trachee, 
wie man durch Dichroismus und mit dem Gipsplatichen Rot I. Ordnung 
oder Glimmerplitichen % A ebenso deutlich erkennen kann, wie man die Fila 
in querer Richtung streichen sieht. 

Die Verbindungswiilste der Einzelglieder besitzen den gleichen quer- 
micellaten und querfilaten Bau. Selbst die Spangenfila sind mit den an- 
gegebenen Verfahren auffindbar. 

Die Gefafe sind somit einerseits aufs beste gegen seitliches Zusammen- 
driicken gesicheri, andererseits doch etwas in der Lingsrichtung ausziehbar. 
Dieser Bau ist der auch sonst bei Gefafen aufzufindende. Neben den schma- 
Protoplasma, Bd. XL/2. 20 
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len Hoftiipfeln bemerkt man, zumal beim Anstoften an Tracheen kleinerer 
Gestaltung und Tracheiden, mehr runde Hoftiipfel, wenn dies auch ziemlich 
selten zur Beobachtung gelangt. Irgendwelche Spiralleisten hingegen ver- 
mit man. 

Die grofen Gefaife umgibt zumeist eine Lage niederer Holzparenchym- 
zellen. Seine Micellierung erweist sich als querstreichend ganz im Sinne der 
Gefafe. Sie sind gegen diese stark verdickt und verstarken gewissermafen 
den Umfang der Réhren. Ihre Tiipfelschliehaute werden bei schlechterer 
Wasserversorgung in das schwindende Lumen der Gefafe hineingezogen und 
helfen die Spannung etwas mildern. Wenn jedoch diese iibergroft ansteigt, 
dann kommt das Tracheenwasser zum Sieden, und Wasserdampf fiillt unter 
Entfaltung eines Unterdruckes das Lumen der weiten Gefafe. Es ist daher 
an sehr heiffen, trockenen Tagen leicht, sowohl Quecksilber als auch Lésun- 
gen in diese einsaugen zu lassen, die unfahig sind, die Wandungen zu durch- 
dringen (z. B. Liquor Ferri oxychlorati oder entsprechende grobe Suspen- 
sionsfarbstoffe). Hiezu mu man nur unter dem Quecksilber bzw. der Lésung 
abschneiden. Nach dem Vorbilde von Blum-Ursprung kann man das 
Quecksilber z. B. mit dem Réntgenschirm nachweisen oder die Eisensole in 
Berlinerblau umwandeln, wie das ja Gepflogenheit der alten Physiologen 
war. 

Wie bei der Schilderung der Querschnitte ausgefiihrt, findet man da- 
neben eine groe Zahl von 

kleineren Tracheen 
Sie sind von normaler Gréfenordnung und nicht von dem Umfange, wie 
sie bei Lianen unmittelbar mit dem blofen Auge gesehen werden. Ihr Bau 
nahert sich zum Teil dem der Riesengefaffe. Daneben trifft man solche mit 
schief gestellten Trennungseinschnitten der fusionierten Zellen. Ihre Hof- 
tiipfel pflegen kleiner zu sein. Sie kénnen wie bei den Riesengefafen quer 
streichen oder aber wie bei den Tracheiden mehr schief verlaufen, wobei sie 
mit der Wand etwa einen Winkel von bis 10 Grad bilden. Die Regel, daf 
die Tiipfelenden im Sinne der Micellierung der Tragwand ausgezogen sind, 
trifft zu. Die fusionierte Réhre kann nun langer* oder kiirzer sein und sich 
damit sowohl den Gefafriesen wie den Tracheiden annahern. Zumal bei 
den Tracheen mit schiefen Enden und schiefen Hoftiipfeln ist haufig innen 
eine Auflage von Spiralbandern vorhanden, die auf die Sekundarlamelle 
gelagert ist und somit nicht mit der Gestaltung der Spiralgefafe verwechselt 
werden darf. Diese feinen Spiralbander streichen mit 10 bis 15 Grad etwas 
steiler als die Tiipfel und Micellierung. Die Bander sind oft eng anein- 
andergereiht und kreuzen sich mit denen der anderen Wandseite und der 
benachbarten Trachee oder Tracheide. Hinsichilich der Elastizitat gelten die- 
selben Beziehungen wie bei der nachfolgend zu schildernden Gruppe der 


Tracheiden 
Ihre Anzahl ist sehr grof. Sie sind zum Teil ganz schmal und lang, zum Teil 
etwas weitlumiger und nahern sich auch hierin den kleinen Gefafen an. 
Die Regel, da nie in einem Hadrom Gefafe allein vorkommen, sondern 
immer Tracheiden damit gepaart sind, ist hier zutreffend. 
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Thre um etwa 10 bis 15 Grad geneigten Spalttiipfel stehen im allgemeinen 
steiler als bei den Tracheen. Auch die innen aufgelagerten Spiralbander 
haben gréfere Neigung, bis zu 40 Grad. Es handelt sich demnath immer 
noch um Flachspiralen. Die Micellierung streicht in der Sekundarwand ent- 
Jang den Spalttiipfeln und in den Bandern zu diesen. Ebenso beobachtet 
man mit dem Phasenkontrast und Nikol eine Streifung der Wand und auch 
Spiralbinder, wenn sie parallel zur Polarisationsebene liegen. Bei senk- 
rechter Stellung verschwinden sie mehr oder weniger und die grofen Um- 
risse der Schliefhaute der Tiipfel treten grau gefarbt hervor. 

Besieht man sich die Schnitte mit Chlorzinkjod, so gewahrt man die Hof- 
tiipfel und Spiralbander violett von Fila eingesiumt, welche in Plusstellung 
die Bander scheinbar verengen und in Minusstellung auf dem Mikrophoto 
weiter erscheinen lassen. Bilder F und F’ haben das festgehalten. 

Mechanisch haben die Tracheiden sicher die Funktion von elastischen 
Flachspiralen und tragen wesentlich zu der gummiartigen Ziehbarkeit 
(Duktilitat) mit bei. Fiir die eigentliche Wasserleitung haben sie zunichst 
weniger zu bedeuten, solange eine gute Versorgung durch die Wurzeln ge- 
wahrleistet ist. 

Sobald hingegen diese eingeschrankt ist oder gar aussetzt, dann setzen sie 
dem Sieden der Fiillfliissigkeit durch die grofe Oberflache der Einzelzellen 
und die sehr grofe Anzahl von Schliefhaiuten einen Widerstand entgegen. 
Sie kénnen dann noch mit Fiillwasser geladen eine gewisse Leitung ver- 
mitteln und auch noch Nachschub ermdglichen, falls die Tracheen oder gar 
die Riesentracheen durch Fiillung mit Wasserdampf bereits ausgeschaltet 
sind. Ob nicht daneben im Sinne von Porsch die Verholzung der 
Wande mit der von ihm geforderten Adhiasion eine Rolle spielt, mége da- 
hingestellt sein. 

Durch allerhand Ubergiange sind die Tracheiden verbunden mit den 


Holzfasern 


Man findet zumal im Maceraten haufig feine Holzfasern mit stark aus- 
gebildeten Spiralbandern flacher Richtung. Die Hoftiipfel werden spiarlich 
oder gehen verloren. Dagegen begegnet man oft einem Gehalt von feiner 
Starke, wodurch der Ubergang zu den Ersatzfasern gegeben ist. Solche 
Spiralbandfasern stellen ein wertvolles elastisches Festigungselement dar. 

Bei den eigentlichen Holzfasern fehlen die Hoftiipfel und Spiralbander 
vollig. Dafiir ist die Micellierung flach spiralig. Ihre Resultante ergibt eine 
Quermicellierung beim Betrachten mit den Nikols. Um diese immerhin 
ziemlich seltene Anordnung der Membranelemenie zu zeichnen, haben wir 
je eine Mikrophotographie einer Holzfaser (H) und eines Markstrahles (G) 
hergesetzt. Da die Wand im optischen Schnitte immer mehr oder weniger 
im Sinne der Langsausdehnung micelliert erscheint, so kann sie als Ver- 
gleich dienen. Die Photos wurden mit gekreuzten Nikols und % A-Glimmer- 
plattchen aufgenommen. Die Subtraktionsschwarzung und Additionsaufhel- 
lung ist in der Flachenansichtswand in beiden Fallen antagonistisch zum 
optischen Schnitt. 

20* 
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A Phloémparenchym in Benzazurinfairbung ohne Nikol, die gekreuzten Fila 
zeigend. 

A’ Desgleichen in Chlorzinkjodreaktion, Nikol + zur Zelle. 

B_ Desgleichen mit Benzazurin Nikol einer Filarrichtung parallel und zu dieser 
in Plusstellung. 

B’ Dasselbe Bild in Chlorzinkjodreaktion. 

C Eine Parenchymzelle beginnt in Chlorzinkjod etwas zu quellen. Der Nikol steht 
in mittlerer Stellung zu beiden Richtungen. 

C’ Desgleichen nur der Nikol in Plusstellung zu einer Richtung. 

D Spangenfila in der TiipfelschlieRhaut mit Nikol und Chlorzinkjod. 

E Tangentialwande der unverholzten Markstrahlen in Benzazurin, die Retefilierung 
zeigend. 

I Spiralband einer Tracheide in Chlorzinkjod; am Rande der Bander heben sich 

Fila violett hervor. Sie sind in Plusstcllung zum Nikol aufgenommen. 

Dasselbe Praparat in Minusstellung. 


y 
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G Markstrahlzelle in Macerat in Substraktionsstellung zum 4/4-Glimmerplatichen 
als Micellierung quer zur Lingsachse der Zelle. 

G’ Ebenso, nur in Additionsstellung. 

H Holzfaser in Subtraktionsstellung. 

H’ in Additionsstellung zum 4/4-Glimmerplittchen. Die Micellierung ist also bei 
diesem Libriform quer. 

I Markstrahlzelle in Chlorzinkjodfarbung. In der lamellierten Wand verlaufen 
Fila pericellular und kommen daher dunkel heraus. 


Alle Bilder mit 1/12 Immersion 10fach und Mikas Aufsatz 1/3, aufgenommen mit 
Leicakamera. Die Abziige vergréfert. A bis F’ und I mit starkem Gelbfilter auf- 
genommen. : 
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Es entspricht H der Subtraktions-, H’ der Additionsstellung der Flachen- 
ansichtswand der Holzfaser, G und G’ den entsprechenden Stellungen der 
Markstrahlen. Das Mikrophotographieren erfolgt am besten nach diesem 
Verfahren, da schwarze und helle Farbung sich gut festhalten laRt. 

Die Micellierung streicht in héchstens 20—30 Grad zur Lingsachse der 
Zellen. Alle méglichen Uberginge fiihren zu Ersatzfasern und selbst Holz- 
parenchym. Die Zuspitzung der Enden verstumpft sich, die Lumina werden 
breiter und immer mehr Starke fiillt die Zellen. Die einfachen Tiipfel 
werden immer zahlreicher. Die Micellierung streicht fast quer bis unter 
10—15 Grad. Bei diesen Zellen trifft man wieder mit Chlorzinkjod oder 
Benzazurin Fila am Schnittrande an. Mitunter erkennt man Fila auch in 
der intakten Wand streichend, ohne daft sie mit den viel breiteren Spiral- 
bandern verwechselt werden diirfen. Mit Phasenkontrast und Nikol kann 
man die oben angefiihrien Streifungs- und Beschattungsphinomina auf- 
decken. 

Im ganzen genommen kann man eine Streichrichtung aller die Festigung 
vermittelnden Membranelemente, seien es nun Spiralbander, Fila oder 
Micelle, in flacher Spirale aufzeigen und hat damit eine Erklarung fiir die 
gummiartige Ziehbarkeit (Duktilitat) des ganzen Holzkérpers und damit 
des ganzen Sprosses. Der leptonische Bau ist somit der Schliisselpunkt fiir 
das physiologisch-anatomische Verhalien und die Biologie des Sprosses von 
Clematis durch seinen Aufbau aus lauter elastisch ziehbaren Flachspiralen. 
Man kann von einem Verbundbau sprechen (Ziegenspeck 1943, 1948, 
Walter 1946). 

Wesentlich abweichend sind die umfangreichen Markstrahlen. [hre ra- 
dial gestreckten Zellen haben, wie im Bilde G und G’ festgehalten ist, eine 
quer hierzu und parallel zum Stengel gerichtete Micellierung. Die Zell- 
querschnitte des Tangentialschnittes des Sprosses lassen eine lamellierte 
Sekundarwand erkennen. Dariiber hinaus kann man mit Chlorzinkjod 
oder Benzazurin deutliche abweichend farbbare Fila in dieser pericelluliren 
Richtung streichen sehen. Die dunklen, infolge Dichroismus in verschiede- 
nen Lagen zum Nikol sich dunkler oder heller hervorhebenden Kreisbégen 
der Mikrophotographie I sind diese durch das Gelbfilter besonders hervor- 
gehobenen Fila in der Chlorzinkjodfarbung. 

Auf den Nachweis der Fila bei der Quellung der Macerationsprodukte 
in Kupferoxydamnon kénnen wir hier nicht eingehen, um den Umfang der 
Arbeit nicht zu iiberdehnen. Wir betonen, daf dies ebenso wie in Ziegen- 
speck (1951) gelingt. 


Zusammenfassung 


1. Der flachspiraligen Anordnung der Bauelemente mikroskopischen und 
submikroskopischen Umfanges verdankt der Sproff von Clematis Vitalba L. 
seine elastische Ziehbarkeit (Duktilitat). Diese Anordnung eignet sowohl 
Phloém wie Xylem. 

2. Mit Hilfe von Phasenkontrast und Nikol sowie mit dichroitischer Far- 
bung gelang der Nachweis von Fila in allen méglichen Wandungen. Die 
Fila sind Bauelemente, welche mit diesen verfeinerten lichtmikroskopischen 
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Methoden nachgewiesen werden kénnen und in der Gréfenordnung den 
Mikrofibrillarbiindeln der Elektronenmikroskopie entsprechen. 

Diese Fila, von filum der Faden, sind also ihrerseits wieder aus Mikro- 
fibrillen zusammengesetzt, welche nicht oder kaum in den Auflésungsbereich 
des Mikroskops fallen. Sie haben wieder einen Aufbau aus Micellen kri- 
stallinen Bereiches (siehe Kratky 1951), welche nur durch die Polarisa- 
tionsmikroskopie erschlie®bar und durch die Réntgenologie mefbar sind. 
Fila finden sich nicht bei allen Wandungen der Pflanzen, sondern nur bei 
solchen mit straff gerichteter Festigung; wir nennen diese kaum gestreut 
micellaten Wandungen dann eufilat. 

3. Mit Hilfe dieser verfeinerten Lichtmikroskopie gelingt der Nachweis 
der Fila in den umfangreichen Schliefhiuten der Tiipfel, die im Umkreise 
zirkulér micellat erscheinen. Damit werden sie durch Spangenfila mehr 
oder minder allseitig zugfest. Ebenfalls sind die Bilder mit denen der 
Elektronenmikroskopie homolog (Retefilierung). 

Die paramicellare Festigkeit und der Gegenmicelldehnungssatz (Zie- 
genspeck) haben ihre Giiltigkeit behalten, wenn sie auch durch die Er- 
kenntnis der Mikrofibrillen und Fila prazisiert werden kénnen. 
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Introduction 


Experimental work in the past has shown that the degree of toxicity 
of the respective members of a homologous series of compounds increases 
with each succeeding member in the series. This fact indicates that toxicity 
is in some way related to the physical and chemical properties of the 
respective reagents, a rather obvious conclusion but with no indication of 
the particular property which is responsible. One such series of experiments 
was that involving work by Gibbs, Traube, Freundlich [1], and War- 
burg |2]. Traube discovered that the succeeding members of a homo- 
logous series of alcohols or fatty acids are concentrated in increasing amounts 
in the surfaces of their solutions. His deduction was a corollary of Gibbs’ 
principle of surface concentration. Freundlich found a similar rela- 
tionship between the position of the members of a series and the amount 
adsorbed by charcoal; and Warburg followed with the experimental proof 
that alcohols narcotize tadpoles more effectively the higher they are in their 
homologous series. 

Similar correlations have been found between the toxicity of metallic 
ions and certain of their physical properties [3], of gases and their isosteric 
properties [4], and of organic compounds and their molecular pattern [5]. 

From the foregoing work it seemed likely that the saturated hydro- 
carbons would show increasingly toxic effects with each advanced position 
in the homologous series. This expectation was verified, but only through 
the application of pressure could toxicity values for the lighter hydro- 
carbons be obtained. Realizing that the alcohols, when studied from the 


1 My assistant, Mr. Hans Pollack, was responsible for the early experiments 
on the hydrocarbons with Mr. Ariel Loewy contributing. Later work on the 
alcohols was primarily in the hands of Mr. S. C. Cheng. In Europe, I had the 
pleasure of discussing the problems of this paper with Mr. Charles Spierer whose 
comments added mud to an understanding of the subject. I am also indebted to 
Dr. E. Newton Harvey for the loan of a high pressure chamber, and to Mr. Edward 
R. Boedeker for critical reading of the manuscipt. To the Growth Committee 
of the Cancer Research Fund I owe an expression of gratitude for financial support 
of this research. 
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same point of view, would add to an understanding of the toxicity of the 
hydrocarbons, they, too, were included in this study of the correlation 
between toxicity and physical-chemical properties. 


Material and Method 


The living matter on which the results here reported are based is the 
myxomycete, or mycetozoan, Physarum polycephalum. Subcultures of this 
organism are made from a parent culture by placing bits of the plas- 
modium on agar-coated slides, waiting for the small culture to spread, 
then placing it in an inverted position over a moist chamber, or inserted 
into the pressure chamber, in which position the condition of the proto- 
plasm is microscopically determined. 

The mold Physarum is a multinucleate, non-cellular mass of protoplasm 
which is in a constant state of rhythmic flow. The degree of activity of the 
protoplasm, e. g., the rate of streaming, serves as an indicator of the 
condition of the organism. The cessation of streaming may be due to 
death, hibernation, or narcosis. The term narcosis, or anesthesia, when 
applied to a slime mold simply means “suspended animation”. 

The principle hydrocarbons used were methane, ethane, propane, and 
butane. Several other hydrocarbons and organic compounds were applied 
but the effects of only two of them, ethylene and butene-1, shall be given 
consideration here. The gases were obtained in commercial steel cylinders 
and were of the highest purity available. Those gases which were applied 
at atmospheric pressure entered the moist chamber at a constant and 
specific rate. When necessary, the gas was diluted with air in large Erlen- 
meyer flasks and forced out by hydrostatic pressure. The gases admin- 
istered under pressure entered a metal chamber capable of withstanding 
pressures up to 1000 pounds per square inch (henceforth p.s.i.). The gases 
were applied at pressures ranging from 20 to 400 p.s.i. The protoplasm 
in the steel bomb was microscopically viewed through a glass window in 
the metal wall of the cylinder. In order to be sure that none of the effects 
observed was due to pressure alone, control cultures were exposed to the 
inert and noble gases, nitrogen, helium, and argon, each at more than 
600 p.s.i. No pathological damage was noted for periods ranging over 
half an hour. 

Experimental 


Methane has no effect on the slime mold Physarum when applied at 
atmospheric pressure. When the pressure is raised to 150 p.s.i., proto- 
plasmic flow ceases for some 30 seconds and then recovers while still ex- 
posed to the gas under pressure. The same is true at a pressure of 250 p.s.i.; 
sireaming stops and within a short time restarts under pressure. There 
is no noticeable damage. 

The first permanent anesthesia with methane is produced between 299 
and 365 p.s.i. depending on the resistance of the individual specimens. 
The protoplasm recovers in every instance if the pressure is released within 
a short time. Exposures from 30 to 60 seconds were found to be safe. 
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The time required for full recovery when the mold is returned to air at 
atmospheric pressure ranged from 2 to 3 minutes. 

The slime mold proved to be very resistant’ to methane at pressures 
below that causing anesthesia. One specimen was observed under 150 p.s.i. 
of methane for more than an hour, yet showed no signs of injury. It was 
also observed that the mold in the presence of a gas develops an immunity. 
Specimens which had been previously treated required considerably higher 
pressures for anesthesia on second application. 

Ethane. like methane, has no effect at atmospheric pressure. The gas 
must be applied at 64 to 89 p.s.i. to produce anesthesia. There is no da- 
mage, and recovery is complete when the gas is not applied for too long 
a time. 

Propane produces anesthesia at a pressure as low as 25 p.s.i. The 
margin of safety is relatively wide. The slime mold recovers without 
damage. Pressures lower than 25 p.s.i. have no effect. 

Butane is the first gas of the series to produce anesthesia at atmos- 
pheric pressure. It, as in the case of all the previous gases, was given 
undiluted, until found to be highly toxic. Subsequent doses were diluted 
with oxygen. The best anesthesia is obtained at concentrations between 
40 and 50 per cent. At lower concentrations butane stops protoplasmic 
streaming, but only temporarily. 

E hylene had, in earlier experiments, been found to be ineffective as 
an anesthetic agent. It was actually slightly stimulating, a surprising 
fact in view of the known anesthetic affect of ethylene on human beings. 
When ethylene is applied to a slime mold plasmodium at atmospheric 
pressure it has no noticeable effect; there is no damage and no cessation 
of protoplasmic flow, but at a pressure of from 76 to 101 p.s.i. ethylene is 
a good anesthetic agent. 

Butene-1, proved to be somewhat more toxic than butane. At at- 
mospheric pressure it produced safe anesthesia in concentrations ranging 
from 30 to 40 per cent. At lower concentrations anesthesia was incomplete. 
Fifty per cent butene-i is extremely toxic when applied for more than 
one minute. The pathological changes of the protoplasm are then con- 
spicuous, ranging from local syneresis and mild blistering to discoloration 
and formation of large islands of permanently clotted protoplasm. 

The experimental results, in so far as they apply to the myxomycete 
Physarum, are presented in the following Table I wherein are given the 
pressures at which each hydrocarbon gas will produce anesthesia, together 
with some physical-chemical properties of the gases. 


The Effect of Some Hydrocarbons on Mice 


Research on so primitive a form of life as a myxomycete is often viewed 
as having no bearing on human or other mammalian protoplasm; a compar- 
able series of experiments was therefore made on mice. The gases were 
all applied at atmospheric pressures. The results correlate perfectly with 
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those on slime mold protoplasm, as the following data show. Only ethylene 
is an exception, as already noted. 

Methane: A mouse exposed to an atmosphere of nine parts methane 
and one part oxygen for twelve minuies shows no pathological signs or 
harm other than a slight increase in respiratory rate. 

Ethane: A mouse exposed to nine parts ethane and one part oxygen 
will, within 3 minutes, exhibit definite signs of irritation and excitation. 
There is spontaneous urination and defecation, increase in respiratory rate, 
and extreme restlessnes. After 7 minutes the mouse exhibits loss of equi- 
librium and partial paralysis of the hind legs. Anesthesia is not produced. 

Propane: When propane is applied with oxygen in the proportion 
9:1, it will cause an initial excitation. After five minutes exposure the 


Table I. Hydrocarbons. 











T ] | | | 
Average | Relative | | | Millimols Caines 
pressure| solubility Boiling | Critical | Mol.| adsorbed Waals’ 
per mm | in ether or | point °C | temp. °C | Wt. | Per gr. of | Pr nce-ol 
Hg2 | hexane | carbon? | 
| | 
Methane} 17,000 9icm?  —161 — 82 16 py gi 0.376 X 105 
CH, | 
Ethane 4,000 Hex — 88 + 32 | 30 3.73 1.074 X 10° 
CoH¢ 335 em? | 
Propane} 1,380 926 em$ — 42 +97 | 44 6.67 1.760 X 10° 
C3Hg 
Butane | 342 2980cm? —05 +146 | 58 8.00 —-2.712 X 105 
CyHi0 | 
| 


mouse falls with signs of light anesthesia. Recovery is almost instantaneous. 

Butane: A mouse exposed to butane and oxygen at 9:1 soon shows 
pronounced trembling and slight convulsions. It dies within two minutes. 
Mixed with oxygen in the proportion of 1:1 butane is lethal in ten minutes 


time. The Normal Primary Alcohols 


The prediction that there is a close correlation between the toxicity of 
a substance and its position in a homologous series has just been shown to 
be true for the hydrocarbons. That we may anticipate the same for the 
alcohols has been intimated, indeed, is proved by earlier work. 

The living material used ‘was the same for the alcohols as for the hydro- 
carbons, and the method similar except that no pressures were employed; 


* This is the total pressure necessary to cause cessation of all movement: the 
pressure in Hg has been converted from pounds per sq. inch. 

* These data are from K. J. Uehara, Chem. Soc., Japan, 57, 531 (1936); 60, 1149 
(1939). 
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the protoplasm was simply bathed in the alcohol solutions. The criterion 
of toxicity was, as before, cessation of flow, i.e. narcosis, with notice being 
taken of any form of visible damage. 

The reagents were the normal alcohols, from methyl to lauryl. Beyond 
heptyl the series was incomplete, nonyl and undecyl being unavailable; 
therefore, only methyl to heptyl will be considered in detail. 

The insolubility of the higher alcohols in water necessitated the use of 
a fat solvent; nujol oil was chosen. Nujol oil is inert in so far as its effect 
cn protoplasm is involved. Some half dozen isomers of the normal alcohols 
were also applied but there was no evident, clear-cut correlation with 
toxicity. 

The experimental results are presented in the following Table II, in 














Table II. Tabls IIL. 
Normal Primary Alcohols. Precipitation of a Protein Ex- 
cee tract from Physarum by Nor- 
Alcohol | Molarity ——— mal Primary Alcohols. 
| a * | - Alcohols} Molarity | et Seaton 
Methyl. | 0.4—0.6  .0187 | = 1.51 
Ethyl..| 0.3—0.4 0235 | 3.69 Methyl . 0.6 0.0165 
Propyl . 0.15 0392 | 144 Ethyl . . 0.48 0.0326 
Butyl..| 0.05 | 0479 | 529 Propyl . 0.3—0.4 0.0927 
Amyl .. 0.03—0.04| .1355 214 Butyl . . 0.1—0.2 0.1445 
Hexyl. . | 0.01—0.02| .1626 903 Amyl .. | 0.04—0.05 0.1742 
Heptyl . 0.01 641 3560 Hexyl. . | 0.01 0.1629 


Heptyi . | 0.01—0.03 1.286 


The molarity given in column 2 is that 
concentration of alcohol necessary to stop 
protoplasmic movement within ten 
minutes. 


terms of the molarity of each alcohol required to produce anesthesia, i.e. to 
stop flow within ten minutes. Included in the Table are several physical- 
chemical properties of the alcohols. 

It is often instructive to study the effect of reagents on a constituent of 
tissue which has been extracted therefrom. In Table III is given the relative 
precipitating power of the alcohols on a protein extract from the slime mold. 
The extract was obtained by weighing equal amounts of slime mold and 
blending with alkaline 0.6 M KCl. The suspension was then centrifuged and 
the supernatant dialyzed against 0.3 M KCl for 3 days at 3°C. 

If ‘the molarities of the alcohols which cause anesthesia of the living 
substance (Table II) and the activities of the mean molarities of the alcohols 
which precipitate the protein extract (Table III), are both plotted against 
the number ‘of carbons in the alcohols, the curves in Fig. 1 are obtained. 
The relationships between these four properties are here revealed. 
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Discussion 
Among the thermodynamic properties of hydrocarbons and alcohols only 
those which correlate with toxicity are included in the foregoing tables, 
though not all of these. Whereas fat solubility shows perfect parallelism 
with toxicity, water solubility shows no such correlation. Boiling point 
decreases rapidly as toxicity increases but melting point remains fairly 
constant. Critical temperature runs parallel to toxicity whereas critical 
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between the length of the chains of the 
various alcohols and the concentrations 
necessary to stop all movement of the 
protoplasm: 1: the molarities of the al- 
cohols which produce anesthesia. 2: the 
molerities of the alcohols which preci- 
pitate the protein extract. 3: the activi- 
ties of the mean molarities of the alcohols 
which produce anesthesia. 4: the acti- 
vities of the mean molarity of the al- 
cohols which precipitate the protein 
extracts. 


pressure shows no correlation. The 
dielectric constants of the first seven 
alcohols decrease, from 33 to 6.7, in 
perfect correlation with the position 
in the series and therefore with in- 
treasing toxicity, which is also true 
of the square root of the heat of va- 
porization of the gases (7). 

Among the numerous properties 
of the hydrocarbons and the alcohols 
which correlate with toxicity, the 
biologist will immediately select li- 
poid solubility, for this is an old 
theory, i.e., the relative dissolving 
power of the cell lipoids. I have 
long opposed the lipoid hypothesis 
because it calls attention to the 
most obvious relationship. This rela- 
tionship may have a_ diagnostic 
quality and as such it indicates that 
a change has occurred. The lipoid 
theory centers attention on one 
of the least significant materials 
in the living cell. Substances which 
bulk large, such as fats and 
carbohydrates, are not therefore the 
most vital. I have also opposed 
the hypothesis because it has to 
do with the cell surface rather than 
the cell interior. An oil film on the 
surface of protoplasm is an important 
part of a cell. It may determine 
what shall enter and what not. But 
the substance within is the living 


substance and upon it must a toxic substance act if a pathological condition 


or death is to result. 


It is here, within the cell, that a reaction between 





protoplasm and poison takes place; and here we deal with proteins, not 
fats. However, fat solubility may be the explanation of a poisonous effect 
if the fat is a constituent of the living protein complex. Where lipoid 
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solubility determines degree of toxicity, it is likely to do so because a lipo- 
protein is attacked. Furthermore, alcohols are not only fat solvents, they 
are good protein precipitants. Rendering a living protein less soluble is 
likely to be more damaging to a cell than dissolving fats. 

Holding, perhaps, second place to lipoid solubility as an explanation 
of narcosis, is the relative permeability of the cell for narcotic agents. The 
two theories may be one and the same but they need not be, for change in 
permeability, to water, for example, need not involve the cell fats. The 
permeability hypothesis is of little value taken alone because many narcotic 
agents, including all of the familiar alcohols, penetrate a cell so rapidly 
that not nearly enough difference between them can be detected to be used 
as an explanation of their relative narcotic action. Far more significant 
is the activity of the alcohols which increases two to five times with each 
member in the series, with each additional CH, group. 

Whereas emphasis in this article is laid on the physical-chemical pro- 
perties of the reagents, physiological relations such as that between toxic 
agent and respiration or oxygen availability must be recognized. Proto- 
plasm possesses a strong affinity for oxygen. Any substance tending to 
decrease oxygen solubility will poison living tissue. The affinity of a given 
fatty material for simple hydrocarbon gases would increase with the mole- 
cular weight of the gas and, in fact, would increase in an asymptotic 
manner with increasing molecular weight. If we accept molecular weight 
as a crude measure of the size of the hydrocarbon molecule, this would 
mean that with increasing size a smaller amount would be necessary to take 
up a given space in protoplasm. The filling of this protoplasmic space 
might result in a decreased accessibility for oxygen, and then one could 
account for the poisoning phenomena noted. 

The relative higher poisoning ability of paraffins as compared to olefins 
may be due to unsaturation in the olefin (ethylene) molecule. Because of 
this unsaturation the molecule may exert some affinity for oxygen, thus 
resulting in a decreased poisoning effect. 

Turning, now, to another very interesting correlation, to which my 
attention was called by Mr. Boedeker, Henry’s law finds an applica- 
tion to relative toxicity. Henry’s law relates the solubility of a gas in a 
solvent by the following equation: 


p=ke 


where p is the pressure (mm. Hg) and c is the concentration. If we express 
c in the units ce. gas/100 ml. water, then the dimensions of the Henry’s law 
constant will be mm. Hg/cc.gas/100 cc. water. In Table IV are the values of 
k calculated from solubility data for p = 760mm. 

The equation for Henry’s law can now be applied to the experimental 
data here presented, and thus can one calculate the volume of gas dissolved 
at the pressure required to cause cessation of protoplasmic movement. This 
is given in column 4 of Table IV. 

One thus sees why, as the molecular weight of a gas increases, smaller 
amounts are required for poisoning. This last relationship may be expres- 
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sed as a curve, with cc. of gas dissolved at cessation of protoplasmic move- 
ment as ordinate, and molecular weight of gas as abscissa (Fig. 2). 

Before turning to a general conclusion, reference should be made to 
what little literature is available on thermodynamic interpretations 
of toxicity. Ferguson |8| advanced the idea that the wide range of 
molarity required by different narcotics to produce the same effect can be 
clustered to a narrow range if thermodynamic activity values are used. 
Brink and Posternak |9| present a theoretical treatment of the effec- 
tive concentrations of narcotics and advance Ferguson's original idea, but 
they do not agree with him that the thermodynamic activities required to 
produce equal effects increase progressively in a homologous series of com- 
pounds. Our experiments support Ferguson’s view. Brink and Poster- 


Table IV. Solubility of Hydrocarbons in Water at 1 Atmosphere. 








| Solubility (ce. gas/100 | Henry’s Law cc. of Gas | Molecular 
Hydrocarbon ‘1, of HO at 17°C.) Constant k | Dissolved ¢ | Weight of gas 
Methane. . 3.5 217 79.1 16 
Ethane... 5.1 149 26.8 30 
Propane .. 6.5 117 11.8 dd 
Butane... 15.0 50.7 6.7 58 


¢= volume of gas dissolved at pressure required for cessation of movement 


nak do, however, arrive at two general conclusions with which I am in com- 
plete agreement, namely, equal degrees of narcosis are produced at equal 
levels of thermodynamic activities. Where orderly relations in relative 
effectiveness are concealed, possibly the narcotics attack different substances 
which make up the structure of the cell. 


General Conclusions 


Reviewing the various properties of the hydrocarbons and alcohols set 
forth in the preceding tables, it would be impossible to single out that 
property which should be regarded as responsible for toxicity; and there 
are still other properties such as length of carbon chain, polarity, and sur- 
face tension, all of which correlate. As one surveys the respective lists the 
first impression is one of confused complexity and this forces some investi- 
gators to regard biological and medical phenomena, such as _ toxicity, 
anesthesia, selective permeability, etc., if not beyond interpretation at least 
beyond a single interpretation for all situations. But a moment’s thought 
reveals a common factor involved in all columns of the four tables, and 
that common factor is molecular cohesion. All of the changes in the 
physical and chemical properties of the gases and solutions noted in the 
tables may be interpreted in terms of molecular cohesion. To start with 
a simple case: alcohol is said to lower the surface tension of water; it does 
so by lowering molecular cohesion; and here let me add an important fact, 
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molecular cohesion is not lowered at the surface alone but throughout 
the liquid. Because of a reduction in molecular cohesion alcohol lowers the 
boiling point, raises critical temperature, solubility, and activity. 

It is thus evident that to lay undue emphasis on the surface of a cell, 
as in the theory of lipoid solubility, is erroneous, for it is not only nor 
primarily the outer surface of protoplasm which is affected by a pene- 
trating solution. I would say that the physical-chemist is also guilty of 
leaving the impression that a surface change is restricted to the surface. 
Surface phenomena such as those in which Langmuir has been interested, 
ie. the spreading of oils at surface, bring about a change which is purely 


a surface one. This is so because the substances are not miscible with the 
dispersion medium. But when 


the change in surface forces is gp 
produced by a_ water-soluble 
substance, by ether, alcohol, or 
a hydrocarbon of low molecular 
weight, then the change is not °F 
restricted ‘to the surface but 
occurs throughout the liquid. 
Surface tension is due to 4o 
the greater cohesion between 
surface molecules compared 
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with that of the inner molecules. 

When tension at the surface is 

modified by the addition of al- °°. 

cohol, the alcohol permeates the ™~o- 

entire liquid and the cohesion a . . 4 
20 40 60 80 


between all molecules is redu- 
ced. What we observe is a_ Fig. 2. Ordinat2s are ce. of gas dissolved at 
change in tension at the surface cessation of protoplasmic movement. Ab- 
due to a reduction in cohesion; scissae are molecular weight of gas. 
this we measure and record. We 

fail to take note of the entire event. A far better term than surface tension, 
in the present case, would be “ molecular tension.” There has been a change 
in molecular cohesion throughout the system, one result of which has been 
a disturbance in surface equilibrium, but the more important change, from 
a toxicity point of view, is the disturbance in internal equilibrium. 

The relative toxicity of the members of a homologous series of hydro- 
carbons or alcohols is therefore due to a reduction in molecular cohesion. 
Such an interpretation is in agreement with previous hypotheses based on 
lipoid solubility, surface tension changes, reversible gelation, hydration, 
“activity,” effective concentration, and similar thermodynamic properties. 
‘The experimenter has in each case attributed relative toxicity to the change 
which he has observed. 

That relative toxicity is a matter of relative solubility is an old hypo- 
thesis and in part true, but it is not sufficient. Sugar and some salts are 
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highly soluble yet have no pathological effect comparable to that of an al- 
cohol. The toxic agent must bring about a reduction in molecular cohesion. 

An interpretation of the significance of all the thermodynamic properties 
of a toxic agent may be ventured through the concept of molecular cohesion; 
thus, molecular weight, which at first appeared to be of little significance, is 
a factor in determining molecular cohesion. This is true because the field 
of molecular attraction surrounding smaller particles is a more concentrated 
one. Molecular cohesion is therefore greatest in those alcohols of smallest 
molecular weight and diameter. As molecular weight and diameter increase 
when ascending the series, cohesion is reduced, and toxicity increases, until 
a critical maximum is reached. 

One could undoubtedly show an interesting effect of chain length on 
toxicity were it possible to carry the series of hydrocarbons to molecules of 
greater size. There would very likely be a maximum toxicity value at 
an intermediate molecular weight beyond which toxicity would now de- 
crease with increasing chain length, the long chains of the heavy hydro- 
carbons, e.g. commercial paraffin, being ineffective in lowering molecular 
cohesion, and therefore ineffective as a toxic agent. That this is true is 
indicated by a number of facts: thus, the activity of a homologous series 
increases until maximum activity is reached usually at or near nine carbon 
atoms, after which activity falls off. Adsorption also increases until a maxi- 
mum is reached at about 9 carbons. 

Further evidence that there is a decline in the toxicity of alcohols with 
longer carbon chains after a maximum is reached, is to be had from the in- 
complete data on the higher alcohols dissolved in nujol oil. These alcohols are 
poorly soluble in water. In order to have a complete series, all of the alcohols 
were therefore dissolved in oil. In these solutions toxicity first increases then 
decreases until at 10 carbons the toxicity is as low as that of the two carbon 
alcohol; at 12 carbons the toxicity is barely noticeable. A 14 carbon alcohol 
would probably be wholly non-toxic. It is an interesting and significant fact 
that the alcohols with odd numbers of carbons are less toxic that those with 
an even number of carbons. 

We may thus reduce all modifications in the thermodynamic properties of 
the hydrocarbons and alcohols to one basic change, namely, a change in mole- 
cular cohesion, and then attribute toxicity to this change no matter how it 
is accomplished. The soundness of this reasoning is evident on considering 
what a change in molecular cohesion, when pronounced, will mean to so 
delicately balanced a system as protoplasm. It will mean disorganization. 
One need only observe the effect of caffeine on protoplasm to see how great 
is the disorganization due to a reduction in molecular cohesion. The deli- 
cately balanced living system literally falls apart. 

Stimulants solate and depressants gelate protoplasm [10]. When the effect 
is moderate, the physiological state of the protoplasm passes from a normal 
condition to excitability on the one, solation, side, and to narcosis on the 
other, gelation, side. When the effect is great, death results in either 
direction. 
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The change in molecular cohesion which results in the disruption of 
protoplasmic organization, may be expressed in one of a number of ways, 
as a change in surface tension, permeability, viscosity, elasticity, or struc- 
tural continuity, but the result is the same, the living structural units are 
given greater freedom of movement, and as a result they may go into 
solution or they may aggregate. Which they do will in some measure be 
determined by the specificity of the reaction between the toxic substance 
and the protoplasmic constituents. No matter what form toxicity may 
take, the affinity of some protoplasmic components for the toxic substance 
will always be a factor, but usually a minor factor in comparison to the 
thermodynamic properties of the agent. 

Molecular cohesion in living matter obviously includes the bonding, or 
interlocking, of high molecular weight polymers, such as make up the 
protein framework of protoplasm. Lateral ties, cross linkage, and 
hydrogen bonds are involved in the solation and gelation of the living 
protein complex. In short, molecular cohesion in whatever form, determi- 
nes the physiological or pathological condition of protoplasm. The normal 
siate of protoplasm involves a specific degree of aggregation: in fact, this 
may be advanced as a general law of nature. The work of Joly [11, 12] 
shows this to be true in a wide variety and number of instances. To cite 
but one of his observations: he finds that in surface films and in the bulk 
of certain substances, the molecules are never found in equal distribution 
but always in groups, provided there is motion. He concludes that motion 
is necessary to life, and I would add that aggregation is necessary to life. 
When the normal state of aggregation of protoplasm is disturbed, as when 
a stimulant such as caffeine is added, molecular cohesion is reduced; in 
colloidal terms, solation occurs. When a depressant such as chloroform is 
added to protoplasm, molecular cohesion is increased, or, in colloidal terms, 
gelation occurs. 

We thus come to a general theory of toxicity, that of a change in mole- 
cular cohesion. One theory for all cases of toxicity will meet with some 
cpposition, but to arrive at more and more general formulas is the way of 
science. 
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I. Einleitung 


Die meisien Arbeiten, die das Verhalten der Zellkerne wahrend der 
Plasmolyse der Zelle verfolgen, beschiftigen sich mit der Quellung der 
Kerne iiber die normale Gréfe hinaus. Die Anzahl solcher Arbeiten ist 
keineswegs gering wie auch der zur Verquellung der Kerne angewendeten 
Mittel. Auf eine naihere Besprechung der Ergebnisse in dieser Richtung 
kann ich hier nicht eingehen. Die Entquellung der Zellkerne und die damit 
verbundene Volumenabnahme der Kerne wie iiberhaupt das Verhalten der 
Kerne wahrend der Plasmolyse in den entquellenden Plasmolyticis ver- 
folgen dagegen nur wenige Arbeiten. Die Volumenabnahme der Zellkerne 
haben Némec (1910), Strohmeyer (1933) und Weber (1930) beobachtet. 
Haberlandt (1919) und Béla (1912) haben zwar den Kern in der mit 
hypertonischen Medien plasmolysierten Zelle untersucht, ihre Aufmerksam- 
keit galt aber anderen zytologischen Vorgangen, nicht der Volumenver- 
ainderung der Zellkerne. Némec wies auf die Volumenabnahme des Ker- 
nes in plasmolysierten Zellen von Vicia faba hin. Strohmeyer hat nach 
Plasmolyse in 0,8 mol. Traubenzucker die Kerne in den Blattrandhaaren von 
Tradescantia gemessen. Dabei fand er, daft im Mittelwert die Kerne in der 
plasmolysierten Zelle etwa 50% ihres Volumens eingebii®t haben. Weber 
berichtet iiber eine Vakuolen-Kontraktion in vital gefarbten Elodea-Zellen, 
wobei die Vitalfiirbung eine Art von Kappenplasmolyse ausliéste. Weber 
fand dabei, dafi die Kerne eine Volumenverminderung erfahren haben. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Beobachtungen iiber das 
Verhalten des Zellkernes wahrend der Plasmolyse der Zelle, insbesondere 
iiber die durch den Wasserverlust verursachte Volumenabnahme und iiber 
die Wiedergewinnung der urspriinglichen Gréfe wahrend der Deplas- 
molyse. Es wird angenommen, daft die Kerngréfe hauptsachlich von dem 
jeweiligen Quellungszustande des Kernes abhangig ist. Daher wird die 
Kernplasmarelation nicht als ein besonderes Problem angesehen. 


II. Methodisches 


Wegen der kugelférmigen Gestalt der Kerne wihlte ich fiir meine Unter- 
suchungen und Messungen die Zellen der unteren Blattepidermis von 
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Aspidistra elatior. Auf die kugelférmigen Kerne dieser Pflanze haben 
bereits Klienberger (1918) und Monschau (1930) hingewiesen: Allen 
Berechnungen der Volumenverinderung lagen mikrophotographische Auf- 
nahmen von Kernen zugrunde. Bei der Aufnahme wurden die Konturen 
der Kerne scharf eingestellt. Fiir die Mikrophotographie wurde die Zu- 
sammenstellung Contax-Miflex von C. Zeiss (mit dem Einstellungsfernrohr) 
verwendet, die Optik des Mikroskops stammte ebenfalls von C. Zeiss —- 
die Ol-Immersion 60 mit num. Ap. 1,40 und das Kompensationsokular 10. 
Die Plasmolyse wurde folgenderweise ausgefiihrt. Als Plasmolytikum 
wurde Saccharose verwendet. Es wurden 0,3—0,8 mol. Lésungen von Sac- 
charose in je 0,1 mol. Abstufungen in Leitungswasser hergestellt. Diese 
Lésungen wurden mit einer Pipette unter das Deckgliaschen des Praparats 
gebracht, wo ein Rasiermesserschnitt der Epidermis lag. Von der anderen 
Seite des Deckglaschens wurde das Wasser mit einem Streifen Filtrier- 
papier abgesaugt. Die Plasmolyse wurde mit 0,3 mol. Lésung begonnen. 
Nach je 10 Minuten wurde die folgende, um 0,1 mol. héhere Konzentration 
genommen. Als die Konzentration 0,8 mol. erreicht war und durch wieder- 
holies Hinzufiigen der Saccharoselésung sowie durch wiederholtes Absaugen 
mit dem Filtrierpapier gesichert war, daft die Schnitte auch wirklich in 
einer nahezu 0,8 mol. Saccharoselésung lagen, wurde die Plasmolyse als 
beendet betrachtet. Die Zellen waren stark plasmolysiert. Durch das Ein- 
tauchen der Schnitte, z. B. in eine Uhrschale mit der Saccharoseliésung, ware 
die bestimmte Konzentration freilich genauer erreicht, aber eine gréfere 
Genauigkeit schien mir hier belanglos zu sein. 

Nachher wurden die Zellen deplasmolysiert, wobei wieder stufenweise 
um je 0,1 mol. schwachere Saccharoselisungen genommen wurden. Die fol- 
gende, niedrigere Konzentration wurde ebenfalls nach je 10 Minuten hinzu- 
gefiigt, so daf eine langsame und allmahliche Deplasmolyse zustande 
kommen konnte. Diese Art der Deplasmolyse verirugen die Zellen gut 
und starben selbst nach einer mehrmaligen Plasmolyse und Deplasmolyse 
nicht ab. ,,Auch hochgradige Entquellung tétet die Zelle nicht ab“ (Bélat 
1929, S. 391). Nachher wurden die Saccharosereste mit Wasser entfernt. 
Somit war die Deplasmolyse beendet. Die Kerne wurden vor der Plasmo- 
lyse, also in der turgeszenten Zelle, in der Plasmolyse, und nachher in der 
Deplasmolyse der Zelle photographiert. Wurde Plasmolyse und Deplasmo- 
lyse wiederholt, so wurden die Kernaufnahmen ebenfalls wiederholt. Die 
Kerne der mikrophotographischen Negative wurden vergréfert auf Papier 
projiziert und gezeichnet, alle Kerne bei derselben Vergréferung (1330mal). 
Diese Vergriéferung ergibt geniigend groffe Flachen fiir die spitere Mes- 
sung. Die Messung erfolgte mit dem Planimeter. Der Wert einer Plani- 
meter-Noniuseinheit betrug 5mm’. Dieser Wert ist also auch als die Ge- 
nauigkeitsgrenze der Messungen anzusehen. Die Planimetermessungen er- 
lauben die Kernoberflichen und die Kernvolumina 4/32r* der 1330mal 
vergréferten Kerne zu berechnen, unter der Voraussetzung, dafi die Kerne 
regelmaftig kugelférmig sind. Die so gewonnenen Werte wurden fiir alle 
hier vorliegenden Berechnungen verwendet. Die von dem Kerne im photo- 
graphischen Bilde eingenommene Flache entspricht dem Grundriff des Ker- 
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nes, die Planimetermessung dieser Flache ergibt den Flacheninhalt seines 
Grofkreises. Der Kiirze wegen habe ich in den Tabellen durchweg die 
Bezeichnung ,,Grundrif* gebraucht. 

Alle Berechnungen wurden mit einem Rechenschieber ausgefiihrt. Dieses 
schien mir zulissig, da die Kerne doch nicht ganz genau kugelférmig sind, 
wie bei der Berechnung der Oberflaiche und des Volumens angenommen 
wurde, auch, ferner, die Planimetermessungen die Flachen von Grundrissen 
nicht genau ergeben. Also schien mir eine gréfere Genauigkeit bei der Be- 
rechnung iiberfliissig zu sein. Auferdem kommt es auf ein zahlenmiafig 
genau ausgedriicktes Resultat der Messungen nicht an. Ob der Kern von 
seinem Volumen in der gegebenen Konzentration der Saccharose etwa 5% 
mehr oder weniger einbiift, ist nicht wichtig. Wesentlich ist es festzustellen, 
da der Kern iiberhaupt an Volumen verliert und daft es iiberhaupt méglich 
ist, diesen Verlust in den meisten Fallen annahernd zu berechnen. Fallen 
die meisten berechneten Werte eindeutig aus, so ist das Ergebnis glaub- 
wiirdig, wenn auch die einzelnen Werte voneinander abweichen. 

Alle Beobachtungen wurden durchweg an lebendigem Material gemacht. 
Dadurch ist jeglicher Fehler ausgeschlossen, der durch die Volumenver- 
anderung des Kernes bei der Fixirung auftreten kénnte (vgl. Hertwig 
1931). 


III. Eigene Untersuchungen 


A. Uber das Verhalten des Zellkernes mihrend einmaliger Plasmolyse und 
darauffolgender Deplasmolyse 


Tab. 1 enthalt die Zahlen aus den Messungen an zehn Kernen: Die mikro- 
photographischen Aufnahmen der Kerne erfolgten: 1. vor der Plasmolyse, 
als die Zelle turgeszent war (Spalte ,,Turgor I“), 2. in der Plasmolyse mit 
0,8 mol. Saccharose (Spalte ,,Plasmolyse*) und 3. nach der beendeten. De- 
plasmolyse, als die Zelle wieder wassergesattigt war (Spalte ,,Turgor II“). 

Aus der Tab. 1 ist ersichtlich, da der Kern in, der Plasmolyse an Volu- 
men eingebiift hat; dieses betrigt jetzt etwa 50—60% des Volumens im 
turgeszenten Zustande. Bei der darauffolgenden Deplasmolyse wird der 
Kern gréfter. Nach beendeter Deplasmolyse hat der nun turgeszente Kern 
in den meisten Fallen sein urspriingliches Volumen erreicht, das er vor der 
Plasmolyse besaf. Es sind in der Tab. 1 die Veranderungen der Kern- 
oberflache und des Kernvolumens angegeben. 

Wahrend der Plasmolyse habe ich den Kern auch in der Grenzplasmolyse 
photographiert. Die entsprechenden Berechnungen zeigten, daf der Kern 
bereits zu Beginn der Plasmolyse kleiner geworden ist, bis zur endgiiltigen 
Plasmolyse nimmt aber das Volumen noch weiter ab. Ebenfalls nimmt der 
Kern allmahlich an Volumen zu, wenn die plasmolysierte Zelle deplasmoly- 
siert wird. Gewoéhnlich ist der Kern bereits gréfer geworden, wenn der 
Protoplast die Zellmembran beriihrt, obwohl die Turgorgréfe noch nicht er- 
reicht ist. Mitunter verzégert sich aber die Volumenabnahme und ist in der 
Grenzplasmolyse noch nicht bemerkbar. In der Deplasmolyse hat manchmal 
der Kern bereits seine Endgréfe erreicht. Es schien mir zwecklos, genauer 
hieriiber zu berichten. 
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Tabelle 1. 
Turgor I Plasmolyse Turgor II 
1. Kern | 
Grundrif, mm? . | 195 140 195 
Oberflaiche, mm? . | 780 560 780 
Verhialtnis, % . | 100 72 100 
Volumen, mm*. | 2050 1246 2050 
Verhaltnis, % . | 100 61 100 
2. Kern 
Grundrif, mm? 180 140 180 
Oberfliche, mm? . | 720 560 720 
Verhaltnis, % . | 100 78 100 
Volumen, mm’. 1820 1246 1820 
Verhiltnis, % . | 100 68 100 
| 
3. Kern | 
Grundrif, mm? . | 190 125 200 
Oberfliche, mm? . | 760 500 800 
Verhiltnis, % . | 100 66 105 
Volumen, mm* . 1975 1053 2130 
Verhaltnis, % . | 100 53 108 
4, Kern | 
Grundrif, mm? | 160 105 160 
Oberflaiche, mm? . | 640 420 640 
Verhiltnis, % . | 100 66 100 
Volumen, mm*. | 1527 810 1527 
Verhialtnis, % . | 100 53 100 
5. Kern | 
GrundriB, mm? . | 195 145 185 
Oberflache, mm? . | 780 580 740 
Verhiltnis, % . | 100 74 95 
Volumen, mm*. | 2050 1315 1895 
Verhaltnis, % . 100 65 94 
6. Kern 
Grundri8, mm? . | 195 135 185 
Oberflache, mm? . | 780 540 740 
Verhiltnis, % . 100 69 95 
Volumen, mm* . 2050 1182 1895 
Verhaltnis, % . 100 | 59 94 
| 
7. Kern | 
Grundrif, mm? °. 290 135 200 
Oberflaiche, mm? . 880 540 800 
Verhiltnis, % . 100 61 91 
Volumen, mm? . 2475 1182 2130 
Verhiltnis, % . | 100 | 48 86 
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Turgor I Plasmolyse | Turgor II 





8. Kern | 
Grundrif, mm? ....... 180 100 175 
OO OT SR ac ie | 720 400 700 
We ke (se ot 100 56 97 
Volumen, mm’*. ....... | 1820 753 1740 
wee ee 100 41 96 

9. Kern 
GCometmet . 2. ws | 200 135 175 
Oberfliche,mm*....... | 800 540 | 700 
rr 100 68 | 88 
Wen eee oe Se ee 2130 1182 1740 
WN WS 100 5 82 

10. Kern | | 
Grundrif, mm? . ...... | 205 . 205 
Oberfliche, mm? . ...... | 820 440 820 
Verhiilinis, % . ee 100 54 100 
Venmmen min jo 6 es ae 2185 867 2185 


Ree oo 2s =. OS aie | 100 40 100 


B. Einwirkung einer linger andauernden Plasmolyse auf den Kern 


Um die Einwirkung einer langer andauernden Plasmolyse auf den Kern 
zu priifen, wurden die Schnitte in 0,8 mol. Saccharoselésung auf lingere 
Zeit belassen. Die turgeszenten Kerne vor der Plasmolyse wurden photo- 
graphiert. Die zweite photographische Aufnahme erfolgte nach der Uber- 
fiihrung in 0,8 mol. Saccharoselésung. Weitere Aufnahmen folgten nach 24, 
48 und 120 Stunden. Tab. 2 enthilt die Messungen von vier Kernen, die auf 
diese Weise plasmolysiert und photographiert wurden. Fiinf Tage an- 
dauernde Plasmolyse vertrugen die Zellen und die Kerne ohne merklichen 
Nachteil. Wenn der Zellkern in der Plasmolyse einmal sein Volumen ver- 
ringert hatte, behielt er dieses Volumen wahrend der ganzen Dauer der 
Plasmolyse. 

Um der Verdunstung des Wassers und der damit verbundenen Erhéhung 
der Konzentration vorzubeugen, wurden die plasmolysierten Schnitte in 
verschliefbare Glasréhrchen mit 0,8 mol. Saccharoselésung gebracht und nur 
fiir die kurze Zeit der Kontrolle aus dem Réhrchen genommen. 

Obwohl Schwankungen des Kernvolumens, wie die Messungen zeigen, 
stets vorkommen, ist doch das Ergebnis eindeutig. 


C. Mehrmalige Plasmolyse 


Ferner wurde das Verhalten der Kerne in mehrmaliger, aufeinander- 
folgender Plasmolyse untersucht. Dazu wurden normale turgeszente Zellen 
(Turgor I, Tab. 3) plasmolysiert. Diese Plasmolyse ist in Tab. 3 als ,,Plas- 
molyse I“ bezeichnet. Nach Plasmolyse I wurden die Zellen vorsichtig de- 
plasmolysiert, indem sie auf je 10 Minuten in 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, und 0,3 mol. 
Saccharoselésungen kamen. Darauf folgte das Leitungswasser. Als die 
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Zelle und der Kern wieder turgeszent waren, wurde der Kern photographiert 
(,,furgor II). Diesem Turgor folgte Plasmolyse, ,,Plasmolyse II“, die ebenso 
wie die erste ausgefiihrt wurde, dann abermals Deplasmolyse, .,Turgor III“, 
dann wieder Plasmolyse, ,,Plasmolyse III‘, und Deplasmolyse, ,,.Turgor IV“, 
bis die Zellen dreimal plasmolysiert und dreimal deplasmolysiert waren. In 








Tabelle 2. 
| od os ov 
» | 2} ge | gs |. gs 
0 a=} a = 
an a Q D D 
| 5 A S& Ss Ss 
al oS | ve | 
| 
1. Kern | 
CR, WI os ce ie, o ah 115 100 135 120 
Oberfliche, mm? . . . . .. .| 1000 460, 400 540 480 
ONIN 8 eg ba ee 100 46 40 54 48 
Volumen, mm . : | 2972 927 752 1183 990 
Verhiltnis, % | 100 31 25 40 33 
2. Kern | 
Contenieieiy Wm) i 5 ati .| 240 140 135 155 155 
CO RRONGs TAT co ois oo ny he Ss 960 560 540 620 | 620 
Vevnarmis, 9%... i. I.) aie Se ee 58 56 65 65 
Volumen, mm’. ...... | 2800 | 1246 1183 1454 1454 
VR MMIN OB cs igs wh oe | 45 42 52 52 
3. Kern 
Grundrif, mm? . | 220 170 170 160 160 
Oberfliche, mm? | 880 | 680 . 680 640 640 
Verhiiltnis, % | 100 77 77 73 73 
Volumen, mm® . | 2460 | 1670 1670 1522 1522 
Verhiiltnis, % - + + | 100 68 68 62 62 
4, Kern | 
Grundrif, mm? . | 230 | 125| 145 145 145 
Oberfliche, mm? . . . . . . .| 920 500 580 580 580 
ha, See ar ee a 100 54 63 63 63 
Volumen, mm*®...... . .| 2628 | 1052| 13815 1315 1315 
Vernet: [eo gee tk & 100 40 50 50 50 


jeder Plasmolyse und in jedem darauffolgenden Turgorzustand wurde der 
Kern photographiert. Wie in Plasmolyse, so auch im Turgor blieb der Kern 
etwa 10 Minuten. 

Wie die Tab. 3 zeigt, erreichen die Kerne nach jeder Deplasmolyse an- 
naihernd das urspriingliche Volumen. Einzelne Kerne jedoch vergréfern in 
der Deplasmolyse ihr, Volumen nur um ein geringes, kénnen aber keines- 
wegs das urspriingliche Volumen zuriickgewinnen (z. B. Kern 6, Tab. 3). 
In darauffolgenden Plasmolysen reagieren diese Kerne allerdings noch mit 
einer merkbaren Volumenabnahme, aber geringer, die normale Turgorgréfe, 
»Turgor I“, wird aber nie mehr erreicht. 
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Tabelle 3. 
| pal = = 
ee ee ee oe ee 
a ° he i) fe ° ft 
iB ELE; ElL EL ETE 
es. = 5 as 5 — 5 
| aS a isl a, a a & 
1. Kern 
Grundrifi, mm? . 185 | 125; 160: 150); 180! 145) 180 
Oberflache, mm? 740 | 500, 640| 600| 720; 580) 720 
Verhaltnis, % 100 68 87 81 98 78 98 
Volumen, mm’ . | 1895 | 1052 | 1522 | 1383 | 1817 | 1315 | 1817 
Verhaltnis, % 100 | 53 80 73 96 70 96 
2. Kern 
Grundrif, mm? . 225 | 200! 225| 160; 230| 160| 215 
Oberfliche. mm? | 900 | 800! 900} 640] 920)| 640)! 860 
Verhaltnis, % | 100 89 | 100 71 102 71 96 
Volumen, mm’ . 2540 | 2128 | 2540 | 1522 | 2628 | 1522 | 2372 
Verhaltnis, % 100 84 100 60 | 104 60 93 
>. Kern | 
Grundrif, mm? . 200 | 160 | 195 | 170| 215| 180] 190 
Oberfliche, mm? 800 | 640 | 780 | 680; 860} 720} 760 
Verhiltnis, % | 100; 80| 98 85 108 90 95 
Volumen, mm? . | 2128 | 1522 | 2054 | 1670 | 2372 | 1872 | 1973 
Verhiiltnis, % 100) 72) 97) 79) 111) 85) 98 
4. Kern | | 
Grundrif, mm? . 170 | 125 160| 130} 150| 115] 160 
Oberfliche, mm? | 680} 500| 640} 520] 600| 460 | 640 
Verhiiltnis, % 100| 74| 94/ 77] 88| 68| 9 
Volumen, mm? . | 1670 | 1052 | 1522 | 1115 | 1383 927 | 1522 
Verhiltnis, % | 100; 60 | 91 67 83 55 91 
5. Kern | 
Grundrif, mm? . 125 100 | 155 100 150 115 | 130 
Oberflaiche, mm? 500 | 400/| 620 400 | 600 | 460) 520 
Verhiltnis, % 100; 80/ 124 80 | 120 92 | 104 
Volumen, mm?’ . 1052 | 752 | 1454 752 | 1383 927 | 1115 
Verhiiltnis, % 100; 72} 138| 72] 131] 88| 106 
6. Kern 
Grundrif, mm? . | 270 | 180! 205 165 200 185 195 
Oberfliche, mm? | 1080 720) 820) 660) 800| 740| 780 
Verhiltnis, % | 100) 67/ 76] 61] 74] 69| 7% 
Vilansitin, eens? 3315 | 1817 | 2210 | 1596 | 2128 | 1895 | 2054 
Verhiltnis, % 100; 55! 67 48 64 57 | 61 
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IV. Besprechung der Ergebnisse 


Alle hier vorliegenden Messungen sind an Epidermiszellen der. Blatt- 
unterseite von Aspidistra latior ausgefiihrt. Die hypertonische Saccharose- 
lésung entzieht dem Protoplasma Wasser, die Zellen werden plasmolysiert. 
Wie die Becbachtungen zeigen, bit der Zellkern bereits zu Beginn der Plas- 
molyse einen Teil seines Volumens ein. Parallel mit der fortschreitenden 
Plasmolyse wird der Verlust an Kernvolumen immer gréfer. Dieser Verlust 
des Volumens wird durch die Deplasmolyse wieder ausgeglichen. Die Ver- 
minderung des Volumens ist daher als Wasserverlust zu deuten. 

In den drei Tabellen ist durchweg nur eine kleine Anzahl von Kernen 
angefiihrt. Es schien mir iiberfliissig, die Zahl der Messungen zu steigern: 
diese Messungen sollten ja keinen Beleg fiir genauere variationsstatistische 
Berechnungen geben, ihre Aufgabe besteht lediglich darin, die beobachteten 
[rscheinungen zu illustrieren und ein zahlenmafiges Bild zu vermitteln. 
Dazu kommt noch der Umstand, daf ein erginzendes Zahlenmaterial, sollte 
es iiberhaupt je nétig sein, jederzeit leicht zu verschaffen ist. Daher habe ich 
es unterlassen, die vorliegende Mitteilung mit einem gréferen Zahlen- 
material zu belasten. 

Was die erste Tabelle betrifft, so kann man vielleicht fragen, weshalb 
nicht alle Kerne in der Plasmolyse den gleichen Volumenverlust erfahren. 
Darauf kann geantwortet werden, daft ein Unterschied zwischen den einzel- 
nen Kernen zwar besteht, jedoch nicht allzugrof ist. Die Messungen an 
den zehn Kernen zeigen, daft der Verlust an Volumen in der Plasmolyse 
ungefahr 50% betragt. Aber, wie schon gesagt, erstreben die Messungen 
nicht, irgendwelche genauer berechnete Werte fiir die Volumenabnahme zu 
geben. Fiir die weiteren Ausfiihrungen ist es vollkommen gleichgiiltig, ob 
der Kern tatsachlich 50% Volumenverlust erfahrt oder aber der Verlust durch 
einen anderen, allerdings naheliegenden Prozentsatz ausgedriickt wird. Zu 
demselben Ergebnis, daft die Kerne etwa 50% Volumenabnahme erfahren, 
ist tibrigens auch Strohmeyer auf Grund der Messungen an Tradescantia- 
Kernen gekommen (1935, S. 488). Strohmeyer plasmolysierte die Zellen 
mit 0,8 mol. Traubenzucker und berechnete die Volumenabnahme der Zell- 
kerne in der Plasmolyse als Vol ,jmai : Vol . Auf diese Weise be- 
rechnet, ergab der Mittelwert 2,00 : 1,00. 

Es wire wohl anzunehmen, daft die Kerne der Epidermiszellen, die, abge- 
sehen von den Schliefizellen und Nachbarzellen der Spaltéffnungen (deren 
Kerne nicht gemessen wurden), ziemlich gleichmaftig sein diirften, auf die 
Plasmolyse auch mit dem gleichen Volumenverlust der Kerne antworten 
werden. Warum das nicht der Fall ist und wie diese abweichenden Ergeb- 
nisse zustande kommen, ist schwer zu sagen. Einen gewissen Anteil kénnten 
daran die bei der Messung begangenen Fehler haben, die durch die von der 
Kugelform abweichende Kerngestalt und durch die bei der Messung ent- 
standenen Ungenauigkeiten bedingt sind. Auch kénnten die Zellwiande eine 
variable Wasserdurchliassigkeit besitzen, die manchmal in der Epidermis in 
einer sehr ausgepragten Form vorkommen kann (vgl. Bélat 1929b, S. 116). 
SchlieBlich wire es ebenfalls denkbar, da auch in einzelnen Kernen 
gewisse Unterschiede in dem Quellungsvermégen bestehen kénnen. Auch 
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die Kernmessungen von Strohmeyer (l.c.) stimmen, was die Schwankun- 
gen in der Volumabnahme betrifft, mit den hier vorliegenden ungefahr 
iiberein. Abgesehen von diesen Schwierigkeiten in der Beurteilung der 
Messungen diirften die Ergebnisse als eindeutig bezeichnet werden. 

Ungefihr dasselbe lat sich auch iiber die vier Kerne der Tab. 2 sagen. 
Obwohl auch hier die Kerne nicht die gleiche Volumabnahme aufweisen, 
sind die Ergebnisse ziemlich eindeutig. Nachdem die Kerne in den ersten 
24 Stunden in 0,8 mol. Saccharoselésung einen Teil des Volumens verloren 
haben, ruft ein weiteres Verbleiben in der Saccharose wahrend der nachsten 
120 Stunden keine weitere deutlich wahrnehmbare Volumabnahme hervor. 
Allerdings scheint die Volumabnahme bei dem 1. Kern der Tabelle etwas 
zu grof zu sein. 

Wie die Messungen der Tab. 3 zeigen, kehrt der Kern selbst nach drei- 
maliger Plasmolyse in der Deplasmolyse wieder zu seinem urspriinglichen 
Volumen zuriick. Allerdings kommen unter den Kernen solche vor, die das 
normale Turgorvolumen nach der Deplasmolyse nicht mehr zuriickgewin- 
nen. Dieser Erscheinung kénnte eine Veranderung, ,,Miidigkeit“ der Semi- 
permeabilitat der Kernmembran oder die Verainderung der Quellungsfahig- 
keit der Kernkolloide zugrunde liegen. Die Fahigkeit, auf die Plasmolyse 
mit Volumabnahme und auf die Deplasmolyse mit Volumzunahme zu rea- 
gieren, haben jedoch auch solche Kerne nicht ganzlich verloren. Nach der 
ersten Plasmolyse haben diese Kerne in der deplasmolysierten Zelle immer- 
hin eine Volumenzunahme erfahren, obgleich das normale, urspriingliche 
Volumen nicht mehr zuriickgewonnen wird. Ebenfalls ist in der zweiten 
und in der dritten Plasmolyse eine Volumenabnahme deutlich bemerkbar 
wie auch eine geniigend ausgepragte Volumenzunahme in der zweiten und 
in der dritten Deplasmolyse (Turgor III und Turgor IV), obgleich auch in 
diesen Fallen das urspriingliche Volumen des turgeszenten Kernes nicht 
mehr erreicht wird. In der Plasmolyse scheint hinsichtlich des Volumens 
kein Unterschied zwischen den eben erwahnten und den iibrigen Kernen 
zu bestehen. Daraus kann gefolgert werden, daft der Kern bei der Ent- 
quellung bzw. in der Plasmolyse in allen Fallen Wasser bis zu derselben 
Quellungsstufe verliert, jedoch haben die Kerne, die das urspriingliche Volu- 
men nicht wiedergewinnen kénnen, ihre Quellungsfahigkeit zum Teil ein- 
gebiift. Als Beispiel kann der 6. Kern in der Tab. 3 gelten. Ganz kurz 
mochte ich noch auf den 5. Kern hinweisen. Die Volumina ,,Turgor II“ und 
»lurgor III“ scheinen hier zu gro zu sein. Ob man bei Kern 1 und 4 bereits 
von einem wenn auch nur wenig ausgepragten Verlust der Quellungsfahig- 
keit nach der Plasmolyse sprechen kann, muf dahingestellt bleiben. 

Der Verlust an Wasser im Protoplasma kann entweder auf osmotischem 
Wege zustande kommen oder aber als eine Entquellung aufgefa&t werden. 
Da die Kernmembran als semipermeabel gilt, sind die Vorbedingungen fiir 
osmotische Vorgiinge gegeben. Auch an quellungsfahigen Verbindungen fehlt 
es dem Zellkern nicht. Sowohl das Karyotin als auch die Karyolymphe 
k6nnen quellen und entquellen. ,,Die Karyolymphe ist demnach eine kol- 
loide Lésung ven sehr grofer Stabilitat. In Kalisalzlésungen nimmt sie auf 
osmotischem Wege reichlich Wasser auf. Wir miissen diese Wasseraufnahme, 
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solange nicht weitere Méglichkeiten erwiesen sind, als Quellung bezeichnen“ 
(Strugger, 1930, S. 378). Da die Lebensvorgiinge an eine bestimmte Quel- 
_lungsstufe gebunden sind, da diese notwendige Quellung das Leben erst er- 
moglicht, muf der Kern seinen Wassergehalt der durch die Quellung ver- 
ursachten Wasseraufnahme verdanken. Es ist daher verstandlich, dafi durch 
diese bestimmte Quellungsstufe der Kern eine ganz bestimmte Gréfe erhiilt. 
Die Volumenverminderung ist als eine Entquellung aufzufassen. Diese Auf- 
fassung kann nach den Arbeiten von Walter (1923, 1924), Plowe (1931) 
und Lepeschkin (1938 u.a.) als begriindet gelten. Wie die Arbeiten von 
Walter zeigen, stehen die osmotischen Vorgange im Protoplasma in gewis- 
sen Beziehungen zu dem Quellungsvermégen. Es muf daher angenommen 
werden, daft parallel der Wasseraufnahme oder Wasserabgabe durch die 
Quellung bzw. Entquellung die osmotische Aufnahme oder Abgabe von 
Wasser ablauft. ,,.Die Frage, ob im Plasma Quellungen oder osmotische 
Krafte wirksam sind, lat sich nicht entscheiden. Zwischen Quellung und 
Osmose besteht kein prinzipieller Unterschied; der Ubergang von der einen 
Art der Erscheinungen zur anderen ist ein ebenso allmihlicher wie z. B. von 
einer kolloiden Lésung zu einer molekulardispersen“ (Walter 1924, S. 413). 
— ,A combination of colloidal and osmotic theory seems necessary to 
account for the behaviour of the nucleus* (Plowe, l.c., S. 216). Zu dem- 
selben Schlu& kommt Lepeschkin in seiner Kolloidchemie des Protoplas- 
mas (1938, S. 66). Eine scharfe Trennung zwischen den osmotischen und den 
Quellungsvorgingen wire folglich nicht angebracht. Kiister bezeichnet 
zwar die osmotische Wasseraufnahme in den Gel-Kernen als Schwellung, 
um sie von der Quellung zu unterscheiden (1935, S, 153), fiigt jedoch hinzu: 
fs ist sehr schwer in einzelnen Fallen zu entscheiden, ob Quellung oder 
Schwellung vorliegt.“ Die Quellung und die osmotischen Vorginge lassen 
sich nach Walter ferner von einem Gesichtspunkte aus betrachten. Jede 
Lésung und jeder Quellkérper besitzt eine bestimmte Saugkraft. Die Saug- 
kraft des quellenden Plasmas muf stets der Saugkraft des Zellsaftes gleich 
sein. Deshalb muf die Quellung stets in bestimmten Beziehungen zum os- 
motischen Wert des Zellsaftes stehen.“ 

Aus dem Gesagten kann der Schluf gezogen werden, daft die jeweilige 
Grofe des Zellkernes als eine Funktion der zur Zeit bestehenden Quellungs- 
verhiltnisse und der osmotischen Krafte aufzufassen ist. Mit der Anderung 
des Quellungszustandes bzw. der osmotischen Krafte muf auch die An- 
derung des Kernvolumens erfolgen. Fiir die hier vorliegenden Ausfiihrun- 
gen ist es nicht. wichtig, in welchem Ausmafe der Kern seine Wasserauf- 
pvahme den osmotischen Vorgingen oder der Quellung verdankt, ebenfalls 
ist es nicht wichtig, wie sich die osmotische Saugkraft zu der Quellungs- 
Saugkraft verhalt. 

Die hier angefiihrten Beobachtungen weisen darauf hin, daf der Zell- 
kern eine elastische Membran besitzt. Gegen das Vorhandensein einer Kern- 
membran bestehen zur Zeit wohl keine Bedenken mehr. ,,... die Zahl der 
Autoren, die eine Kernmembran in irgendeiner Form leugnen, nimmt von 
Jahr zu Jahr ab“ (Tischler 1934, S. 172). Und weiter: ,,Es ist wohl nicht 
zu kiihn, wenn wir den normalen Aufbau der Kernmembran uns stets im 
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Sinne eines semipermeablen Hautchens vorstellen” (Tischler, l.c., S. 176). 
Seifriz hat die Kernmembran sogar mit der Nadel eines Mikromanipula- 
tors ,.like a thin veil“ vom Kern abheben kinnen (1936, S. 61). Es gibt auch 
zahlreiche andere Beobachtungen, wo-die Kernmembran mehr oder weniger 
klar gesehen ist. Auf die verschiedenen, zum Teil voneinander abweichen- 
den Ansichten iiber die Natur der Kernmembran kann ich hier nicht ein- 
gehen, zumal die Zahl der betreffenden Arbeiten keineswegs gering ist. Die 
hier vorliegenden Beobachtungen zeigen, dai} diese Kernmembran elastisch 
ist. Verliert der Kern an seinem Volumen, so folgt die Membran dem nun 
kleiner gewordenen Kern, der Kern verliert nie seine kugelige Gestalt. 
,..Datura“-Kerne wurden nicht beobachtet. Nach der beendeten Deplasmolyse 
erreicht der Kern seine urspriingliche Gréfe wieder. Wurde der Kern drei- 
mal der Reihe nach plasmolysiert und deplasmolysiert, so folgte immer die 
dehnbare und elastische Kernmembran den Volumenveranderungen des 
Kernes. ..The nucleus springs back to its original shape when the needle 
is brought to rest. This experiment may be repeated many times, and the 
nucleus invariably straightens out (Plowe, l.c., S. 213). Und weiter: ,,The 
nuclear material, while highly elastic and showing the properties of a 
hydrophilic colloid, névertheless is part of the osmotic system which the 
entire nucleus constitutes’ (Plowe, |.c., S. 219). Kiister gibt an, dai die 
Membran, die den Zellkern in den plasmolysierten Zellen umspannt, nur 
cin geringes Mai von Dehnbarkeit besitzt, da sie bei fortgesetzter (iiber das 
normale Volumen hinaus) Wasseraufnahme platzt. Es kénnte sein, daf die 
Kernmembran iiber das normale Volumen des Zellkernes hinaus wenig dehn- 
bar ist. Bei der Volumabnahme des Zellkernes unter das normale Volumen 
und bei einer Wasseraufnahme in der Deplasmolyse bis zu seinem norma- 
len Volumen scheint jedoch die Kernmembran elastisch und dehnbar zu sein. 
Daf der Kern wahrend der Deplasmolyse die normale Kerngréfe nicht 
iiberschreitet, zeigt, daf’ die Kernmembran semipermeabel ist, daf der Kern 
wahrend der Plasmolyse nichts von den Verbindungen verloren hat, die 
seiner Quellungsfahigkeit oder seinen osmotischen Kraften zugrunde liegen. 
Auch eine linger andauernde Plasmolyse verindert die osmotischen Eigen- 
schaften bzw. die Quellungsfahigkeit der Kerne nicht. Wird die Zelle fiinf 
Tage in 0,8 mol. Saccharoselésung belasser, so erfahren die Kerne, die zu 
Beginn der Plasmolyse kleiner geworden, wahrend der fiinf Tage keine 
weitere Volumveranderung. Wie Hifler (1926, S. 458) nachgewiesen hat, 
wird wihrend einer Plasmolyse in der Saccharoselésung die Saccharose in 
das Protoplasma aufgenommen, der Riickgang der Plasmolyse ist zwar 
langsam, aber immerhin feststellbar. Die in das Protoplasma aufgenommene 
Saccharose scheint den Kern wiahrend der fiinf Tage noch nicht zu beein- 
flussen. Es ist zu vermuten, dafs die Kernmembran fiir die Saccharose nicht 
durchlassig und von einer anderen selektiven Beschaffenheit wie die Plasma- 
membran ist. Werden die Zellen nach der fiinftagigen Plasmolyse deplas- 
molysiert, so wird das Wasser in die Zelle aufgenommen. Aber auch der 
Kern nimmt Wasser auf und gewinnt seine normale und urspriingliche 
Grée wieder. 

Antwortet der Kern auf eine hypertonische Lésung mit Volumabnahme 
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und auf die Deplasmolyse mit Riickkehr zu seinem urspriinglichen Volumen, 
so ist die jeweilige Kerngréfe als eine Funktion des osmotischen bzw. des 
Quellungs-Gleichgewichtes zwischen Kern und Plasma aufzufassen.” Dem- 
entsprechend kann auch die Kernplasmarelation nicht als eine Beziehung 
sui generis zwischen dem Kernvolumen und dem Zellvolumen gedacht 
werden. Sie ist vielmehr als das Gleichgewicht osmotischer Kriafte bzw. das 
Quellungsgleichgewicht zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma aufzu- 
fassen. Das sichtbare Ergebnis dieses Gleichgewichtes ist die Kerngréfe. Es 
kann eingeworfen werden, daft nur die Wasseraufnahme oder die Wasser- 
abgabe, das eigentliche Kernwachstum aber in keiner Weise beriicksichtigt 
wird. Dagegen wire zu erwidern, daf das Wachstum freilich nicht unbe- 
riicksichtigt gelassen werden kann. Die durch das Wachstum neugebildete 
Kernsubstanz bestimmt die Kerngréfe indirekt dadurch, daf sie eine Ver- 
mehrung der quellbaren Bestandteile des Kernes bedeutet. Also kommen 
wir schlieBlich doch auf die Quellung zuriick. ,,Wir wollen uns daran erin- 
nern, wie gerade die im Chromatin vorhandene, ja dieses hauptsachlich aus- 
machende Thymonucleinsaure die besondere Eigenschaft hat, Wasser anzu- 
ziehen und damit Gallertcharakter anzunehmen” (Tischler, 1934, S. 434). 
Ist der Kern gewachsen, so kann er bei der Quellung Wasser in gréferer 
Menge als vorher aufnehmen und auf diese Weise sein Volumen noch mehr 
vergréRern. Die betrachtliche Menge des aufgenommenen oder abgegebenen 
Wassers scheint aber die KerngréRe weit mehr zu beeinflussen als das eigent- 
liche Wachstum. 

Ist nun die Kerngréfe hauptsachlich durch die Quellungsvorgiinge be- 
dingt, so scheint es auch verstandlich zu sein, daf# die vielen Berechnungen 
der Kernplasmarelation (K/P) nie zu einem einheitlichen Resultat gebracht 
werden konnten. Die Erklarung ist in den recht verschiedenen Quellungs- 
bedingungen nicht nur in verschiedenen Pflanzenarten, sondern auch in 
verschiedenen Geweben einer Pflanze zu suchen. Wo diese Quellungs- 
bedingungen annahernd gleich sind, ist auch die K/P annihernd gleich, so 
z. B. die K/P in den gleichen Geweben verschiedener Pflanzen derselben 
Art. In mancher Hinsicht ahnlich ist die Meinung von L. von Bertalanffy: 
..Waraus ergibt sich leicht, daft das konstante Verhaltnis zwischen Kern und 
Plasma immer dort zutage tritt, wo die physikalischen und physiologischen 
Bedingungen der verschiedenen Zellen identisch sind, wie in homologen 
Zellen haploider, diploider usf. Individuen, da aber — nach dem oben 
Gesagten — das Verhiltnis K/P aufferst wechselnde Werte annehmen mui, 
wenn verschiedene Zellarten verglichen werden.” Wo die Kerne reich an 
Karyotin sind, zum Beispiel in den zahlreichen Fallen der ,,lebhaft funk- 
tionierenden*™ Zellen, sind auch die Kerne grof, da der an quellungsfahigem 
Karyoplasma reiche Kern mehr Wasser aufzunehmen imstande ist. Daf 
das Karyoplasma die Kernmembran prall und elastisch macht, ist in vielen 
Fallen beobachtet. Der Anstich mit einer Nadel des Mikromanipulators laft 
gewohnlich den Kern zusammensinken. Durch die hier vorgetragene Auf- 
fassung der Regulation des Kernvolumens miiftte auch der alte Streit fallen, 
ob bei der K/P das Volumen oder die Oberflaiche des Kernes das Wichtigste 


und das Maftgebendste bei der Bildung einer ,,Relation™ ist. 
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V. Zusammenfassung 


1. In mit 0,8 mol. Saccharoselésung plasmolysierten Zellen der unteren 
Blattepidermis von Aspidistra elatior erfahrt der Kern Volumverminderung, 
die etwa 50% seines Volumens betragt. Diese Volumabnahme ist als Was- 
serverlust zu deuten. Wihrend der Deplasmolyse nimmt der Kern wieder 
Wasser auf und erreicht nach der beendeten Deplasmolyse sein urspriing- 
liches Volumen wieder; dieses wird nicht iiberschritten. 

2. Bei einer fiinf Tage andauernden Plasmolyse wird nach der am Anfang 
der Plasmolyse stattgefundenen Volumabnahme des Kerns eine weitere 
Volumenverminderung nicht mehr beobachiet. Es ist anzunehmen, daft die 
Kernmembran fiir die Saccharose nicht durchlissig und von einer anderen 
selektiven Beschaffenheit ist wie die Plasmamembran. 

3. In der dreimal nacheinander plasmolysierten und deplasmolysierten 
Zelle antwortet der Kern auf die Plasmolyse mit Volumabnahme, auf die 
Deplasmolyse mit Volumzunahme, die bis an das urspriingliche Volumen 
reicht, dieses aber nicht iiberschreitet. 

4. Die Kernmembran folgt den Volumverainderungen des Kernes. 
,.Datura*-Kerne wurden nicht beobachtet. Der Kern besitzt eine elastische, 
dehnbare und semipermeable Kernmembran. 

5. Die Kernvolumenveranderungen in der Plasmolyse werden durch die 
Aufnahme oder die Abgabe von Wasser bedingt. Der Wasseraufnahme und 
der Wasserabgabe liegen die osmotischen Krafte des Karyoplasmas und das 
Quellvermégen der Kernkolloide zugrunde. 

6. Das Kernvolumen wird hauptsichlich durch die Menge des in den 
Kern aufgenommenen Wassers bedingt. 

7. Da das Kernvolumen hauptsachlich von dem Quellungsvermégen bzw. 
von der osmotischen Saugkraft des Karyoplasmas abhiangig ist, kann die 
K/P-Relation nicht als eine Beziehung besonderer Art aufgefaft werden. 
Die jeweilige K/P-Relation ist das sichtbare Gleichgewicht zwischen der 
osmotischen Saugkraft von Kern und Zytoplasma. 
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Gerbstoffe als Ursache ,,voller* Zellsifte 
Von 


Otto Hirtel 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 


(Eingelangt am 10. Dezember 1950) 


Nach Héfler (1947 a, b, 1949 a, b) lassen sich auf Grund der Vitalfluoro- 
chromierung ,,volle“ und ,,leere“ Zellsifte unterscheiden. Bei den ,,vollen“ 
Zellsiften wird der Farbstoff in Form einer chemischen Verbindung an be- 
stimmte Zellbestandteile als Molekiil festgelegt; derartige Zellen erscheinen, 
mit Akridinorange fluorochromiert, im UV-Licht griin, wobei der Ausfall 
der Fluorochromierung weitgehend p,-unabhingig ist. ,,Leere“ Zellsafte 
speichern dagegen den Farbstoff als Ion, sie fluoreszieren nach Behandlung 
mit Akridinorange bis zu einem p, von etwa 6,2 bis 6,5 herab kupferroi. 
Eine Unterscheidung beider Zellsafttypen ist nach Héfler prinzipiell auch 
mit Diachromen im Hellfeld méglich, so z. B. durch Neutralrotfairbung auf 
Grund des Farbtones bzw. der verschiedenen Auswascbbarkeit der Farbung 
mit verdiinntem Ammoniak (Héfler 1947 a, b). Auch scheinen sich ,,volle* 
Zellsafte durch rein blaue Anfarbung mit metachromatischen F arbstoffen aus- 
zuzeichnen (z. B. Cresylechtviolett, Héfler und Stiegler 1947, Hartel, 
Kenda und Weber 1950). Welche Bestandteile des Zellsaftes jedoch fiir die 
chemische Bindung des Farbstoffes mafgebend sind, ist noch nicht geklart, die 
Fahigkeit hiezu scheint keineswegs auf einen bestimmten Stoff oder eine 
Stoffgruppe allein beschrankt zu sein. Mit Akridinorange fluorochromierte 
Zellkerne zeigen eine strenge Lokalisation der Griinfluoreszenz auf die 
Geriistsubstanzen, was auf Nukleotide als speichernde Stoffe hinweist 
(Strugger 1949, Héfler 1949c); ob auch im Zellsaft chemisch verwandte 
Stoffe (Ribonukleinsaiure, Metachromatin) fiir eine Speicherung verantwort- 
lich sind, ist ungewif; der durch Metachromatin verursachte Farbumschlag 
blauer metachromatischer Farbstoffe nach Rot oder Violett (Dangeard, zit. 
n. Guilliermond) scheint eher dagegen zu sprechen. Dagegen kann eine 
rein blaue Tinktion des Zellsaftes durch die Gegenwart von Lipoiden bedingt 
sein (vgl. Guilliermond, Spek). Der ,,volle“ Charakter des Zellsaftes 
der Zwiebel-Aufenepidermis kénnte demnach sehr wohl mit ihrem Lipoid- 
reichtum zusammenhiangen (vgl. Héfler 1947 a). Aber schon saure Reaktion 
des Zellsaftes allein (z.B. infolge des Gehaltes an Phenolverbindungen, 
Mangenot) kann zu einer rein blauen Anfarbung des Zellsaftes mit 
dem metachromatischen Farbstoff Cresylblau fiihren (Guilliermond). 
Drawert sowie Héfler (1949 c) ziehen gleichfalls organische (Fett-) Sauren 
und salzartige Bindung des Farbstoffes als Ursache in Erwagung, unter 
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Hinweis auf den Umstand, daft organische Sauren mit Akridinorange griin 
fluoreszierende Verbindungen ergeben. Im Zellsaft geléste Proteine kénnten 
gleichfalls fiir eine chemische Farbstoffspeicherung in Frage kommen, doch 
verdndern auch sie gleich anderen kolloiden Stoffen den Farbton meta- 
chromatischer Farbstoffe von Blau nach Rot (vgl. Guilliermond, Lison). 
Eiweifstoffe treten innerhalb der Zelle vielfach mit Gerbstoffen zu Additions- 
verbindungen zusammen, und es ware durchaus denkbar, daft (wenigstens 
bestimmte) Gerbstoffe von Saurecharakter ahnliche Verbindungen mit basi- 
schen Farbstoffen eingehen und so ,,volle“ Zellsafte verursachen kénnten, 
zumal nach Mangenot auch Gerbstoffe Cresylblau teils mit violetter, teils 
aber auch mit blauer (bis blaugrauer) Farbe zu speichern vermégen. Uber 
einige diesbeziigliche fluoreszenzoptische Beobachtungen an gerbstoffiihren- 
den Zellen im Vergleich mit gerbstofffreien ,,vollen” Zellséften wird im 
folgenden berichtet. 

Die typisch ,,volle“ Zellsafte enthaltenden Idioblasten im Mesophyll der 
Kelch- und Laubblatter von Verbascum Blattaria weisen nach Hartel, 
Kenda und Weber (1950) einige Ahnlichkeiten ihres zellphysiologischen 
und protoplasmatischen Verhaltens mit den Epidermiszellen von Monotropa 
hypopitys auf. Letztere sind gleichfalls auferordentlich lipoidreich (Bieder- 
mann 1920). Mit Akridinorange fluorochromiert, speichern sie den Farb- 
stoff bis unter p, 3 mit griiner Fluoreszenz; diese wird besonders deutlich, 
wenn die Zellen entweder nachher plasmolysiert werden oder wenn das 
Plasmolytikum gleichzeitig mit dem Fluorochrom geboten wird. Die Mono- 
tropa-Zellen enthalten demnach gleichfalls ,,volle* Zellsaifte. Es standen 
zwar infolge vorgeschrittener Jahreszeit nur unterirdische Sprosse von Mono- 
‘ropa zur Verfiigung, doch diirfte dies kein ins Gewicht fallender Umstand 
sein; die Epidermiszellen zeigten lediglich eine etwas geringere Bereitschaft, 
bei der Plasmolyse die von Biedermann beschriebenen Entmischungs- 
figuren auszubilden. Die Zellen erscheinen weniger lipoidreich, die Plasmo- 
lyse trat glatt ein, ein Umstand, der zugunsten der von Weber ausgespro- 
chenen Deutung der Biedermannschen Befunde hinsichtlich der Ver- 
teilung der Lipoide in der Monotropa-Zelle (kein Fettplasma, sondern 
distinkte Vakuole) spricht (vgl. Hartel, Kenda und Weber 1950). Gegen- 
iiber Osmiumsaure verhielt sich unser Material ahnlich, wie es Bieder- 
mann beschrieb. Dariiber hinaus traten nach Versetzen der Schnitte mit 
konzentrierter NaOH + NH, (Fettreagens nach Molisch) innerhalb 24 Stun- 
den runde Tropfen, Schollen und nadelférmige Kristalle von Fettseife auf, 
womit das Vorhandensein von Lipoiden erneut sichergesiellt ist. Gerbstoffe 
u. dgl. konnten nicht nachgewiesen werden, die Plasmalreaktion fiel nega- 
tiv aus. ; 

Es mufte nun interessant erscheinen, einen anderen Vertreter der Fa- 
milie der Pirolaceen mit Monotropa zu vergleichen. Die Epidermiszellen 
der Blattunterseite von Pirola secunda fallen durch stark lichtbrechenden 
Inhalt auf (Sammelzeit Anfang November). Bei der Plasmolyse tritt eine 
aihnliche Vakuolisierung bzw. eine tropfige Entmischung ein; die dabei auf- 
tretenden Bilder ahneln sehr denen, die Biedermann fiir Monotropa be- 
schrieben hat und die auch an unserem Material beobachtet werden konn- 
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ten. Chloroformwasser erzeugt schaumige Struktur im Zellinnern wie bei 
Monotropa (vgl. Biedermann), auch die Schwarzung mit OsO, tritt schon 
in kurzer Zeit (14 Stunde) mit grofer Intensitaét ein. Bei der Verseifung mit 
Molischs Reagens dagegen ergeben sich keine Hinweise fiir das Vor- 
handensein nennenswerter Mengen von Lipoiden; es treten nur vereinzelt 
kleine Trépfchen auf, die zudem keineswegs mit Sicherheit als Fettseifen 
zu identifizieren sind. Sudan III wird nicht gespeichert, dagegen fielen 
simtliche Reaktionen auf Gerbstoffe (FeCl,, Kaliumbichromat, Natrium- 
wolframat, Sperlichsche Jodprobe) stark positiv aus; nach Behandlung 
mit den Fallungsreagentien waren die Zellen mit einem auferordentlich 
dichten Niederschlag angefiillt. Silbernitrat wird in der Kalte, Fehlingsche 
Lésung in der Warme reduziert. p-Dimethylaminobenzaldehyd (Reagens 


Tab. 1. Fluoreszenz von Monotropa hypopitys und Pirola secunda. 
(Akridinorange 1 : 10000, 15 Min.) 








Monotropa | Pirola 
PH2,5 | Membran hellblau (Zellulose-Eigenfl.) hell leuchtend goldgelb 
| Zellinhalt | mattgriin + ++ gelbgriin (einige etwas rotl.) 
Px 3,8 | Membran Zellulose-Eigenfl. Zellulose-Eigenfl. 
Zellinhalt | ++ griin +—-++ griin 
pH 5,2 Membran Zellulose-Eigenfl. wie oben 
| Zellinhalt | +++ griin ++ griin 
pH 6,5 | Membran wie oben, Randpartien gelb wie oben, Randpartien begin- 
bis rétlich nend kupferrot 
| Zellinhalt | +++ griin +++ griin 








nach Joachimowitz) farbt, wie bereits Fiirth (1920) beobachteie, die 
Epidermiszellen intensiv rot, was auf einen Gehalt an Phloroglukotannoiden 
(bzw. Katechinen) hinweist. Gleichzeitig tritt mit diesem Reagens eine 
iropfige Entmischung ein, wobei sich der Zellinhalt in eine starker rot ge- 
farbte, etwas kérnige Phase und in homogene Tropfen von blasserer Farbe 
scheidet. Diese sind aber nicht lipoider Natur, sondern stellen wohl eine 
wafrige Phase dar, offenbar Teile des Zellsaftraumes; die Chloroplasten 
liegen stets auferhalb der Tropfen. Bei Behandlung der derartig veriander- 
ten Zellen mit Osmiumdampfen beschrankt sich die Schwarzung vornehm- 
lich auf die granulierten Partien, die ,,Vakuolen“ bleiben wesentlich heller. 
Nach Wasserzusatz (aber auch z. B. von konz. Glyzerin) verschwindet die 
Scheidung in die beiden Phasen, es iritt Homogenisierung des Zellinhaltes 
ein, der dann durch die Osmiumsaure mehr oder weniger dunkelgrau ver- 
farbt erscheint. 

Bei der Fluorochromierung verhalten sich die Epidermiszellen von 
Pirola secunda genau so wie die ,,vollen“ Zellsifte Héflers. In Tab. 1 ist 
das Verhalten von Monotropa und Pirola nach Vitalfluorochromierung in 
Farblésungen von verschiedenem p,, (Phosphatpuffer) gegeniibergestellt. 

Der Zellinhalt von Monotropa nimmt bereits im sauersten Farbbad 
(py, 2,5) eine wenn auch noch nicht allzu starke mattgriine Fluoreszenz an, 
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die jedoch mit steigendem p, immer intensiver wird. Pirola dagegen spei- 
chert den Farbstoff aus dem sauersten Puffer bereits zu wesentlich starkerer 
Intensitat, ein weiterer Anstieg der Fluoreszenzhelligkeit mit steigendem py 
ist nicht zu beobachten. Diese Zellsafte sind demnach gleidhfalls als ,,voll* 
im Sinne Héflers anzusprechen. Die vor allem in saueren Puffer zu beob- 
achiende wesentlich starkere Farbstoffspeicherung durch Pirola legt es im 
Zusammenhang mit dem negativen Ausfall der Lipoidreaktion einerseits, 
dem hohen Gerbstoffgehalt andererseits nahe, bei Pirola die Gerbstoffe als 
Ursache der Farbstoffspeicherung anzusehen. 

Der Zusammenhang zwischen Gerbstoffgehalt und Farbstoffspeicherung 
laBt sich auch noch auf andere Weise bestiatigen. Wenn die Festlegung des 
Farbstoffes durch chemische Bindung an Zellbestandteile erfolgt, muf eine 


Tab. 2. Pirola secunda. Fluoreszenz mit Alkohol extrahierter Epi- 
dermisschnitte nach Fluorochromierung in Akridinorange 1: 10000. 
Py, 68, 30 Min. 














Vorbehandlung Gerbstoffgehalt Eo Se eee SA 
(48 Std.) FeCls | K2Cr20,| Os0, 
Wanber es 5°25. ++ tet +++ | Membran: leuchtend goldgelb 


Zellinhalt: ++ gelbgriin — griin 


neg. + Membran: leicht gelblich 
Zellinhalt: neg. 


Athylalkohol 96%/) | neg. 








ReOaOl it ees ss ter + Membran: leuchtend goldgelb 
Zellinhalt: hell gelbgriin 

Chloroform. . . ++ | a ++ Fluoreszenz wie Benzol 

Azer se + | a +— + | Membran: etwas rétlich 





Zellinhalt: neg. bis schw. griinlich 


solche auch an toten Zellen zu beobachten sein (vgl. die Anfarbung der toten 
Zellkerne bzw. Rotfluoreszenz toten Plasmas, Héfler 1949), sofern die mak- 
gebenden Komponenten in der Zelle verblieben oder bei der Tétung nicht 
wesentlich veraindert worden sind. 

Bei Zwiebelschuppen (aufere Epidermen) sowie bei Epidermisschnitten 
von Monotropa bleibt nach der Alkoholbehandlung die Griinfluoreszenz mit 
Akridinorange vollig aus; den gleichen Effekt hat auch eine Vorbehandlung 
mit Chloroform, Benzol und Azeton. Der fiir die Speicherung in Frage 
kommende Stoff ist also in den genannten Lésungsmitteln léslich, was 
wiederum auf den Lipoidgehalt der Zellen hinweist. Anders ist das Bild, 
wenn Epidermisschnitte von Pirola mit den Lésungsmitteln behandelt und 
nachher fluorochromiert werden. Obenstehend ist das Ergebnis dieses Ver- 
suches in Form einer Tabelle zusammengestellt, wobei zum Vergleich die 
Intensitaét der nach der Vorbehandlung verbliebenen Gerbstoffreaktion 
aufgenommen ist. 

Die Griinfluoreszenz der Zellinhalte entspricht hinsichtlich ihrer Inten- 
sitat genau dem Grade der Gerbstoffreaktion. Eine ahnliche Parallelitat 
ist iibrigens auch nach Fluorochromierung mit Pyronin zu _beobachten. 
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Nach Alkohol- sowie Azetonvorbehandlung verbleiben die Zellen villig 
ungefirbt, nach Benzol bzw. Chloroform (wobei die Gerbstoffreaktion posi- 
tiv bleibt) fluoreszieren sie rot bis rétlichlila. Auf eine vollstandige Wieder- 
gabe der p,-Reihen vorbehandelter Schnitte darf verzichtet werden; als 
Beispiel ist nachstehend eine solche nach Benzolbehandlung angefiihrt. 

Die Versuche zeigen, dafi die Farbstoffspeicherung bei Pirola und par- 
allel dazu die ,,volle“ Zellsaftfluorochromierung auch nach Behandlung der 
Schnitte mit organischen bzw. Lipoid-Solventien erhalten bleibt. Dabei er- 
kennt man auch, daft die Léslichkeit dieser das Fluorochrom speichernden 
Stoffe keineswegs mit der an der Zwiebel oder an Monotropa beobachteten 
Léslichkeit iibereinstimmt. Lipoide sind in Benzol und Chloroform im all- 
gemeinen leichter léslich als in Alkohol; Lezithine sind in Azeton gréften- 
teils unléslich, wie dies z. B. bei der Fluorochromierung der Haare und der 
Idioblasten von Verbascum Blattaria gezeigt werden konnte (Hartel, 
Kenda und Weber 1950a,b). Der fiir Lezithine charakteristische Aus- 
fall der Léslichkeitsversuche an den Idioblasten Jat Zutrittsschwierig- 
keiten der hydrophoben Lésungsmittel wie Benzol oder Chloroform als fiir 
den Versuchsausfall nicht allein ausschlaggebend erscheinen. Andererseits 
sind Gerbstoffe wohl in Alkohol und Azeton léslich, in Chloroform und 
anderen hydrophoben Solventien dagegen meist schwer- bis unléslich. Auch 
dieser Umstand legt einen engen Zusammenhang zwischen der Farbstoff- 
speicherung und dem Vorhandensein bestimmter Gerbstoffgruppen bei 


Pirola nahe. 


In diesem Zusammenhang sei auf die auferordentlich lebhafte gelbe Fluoreszenz 
der Zellwande der Pirola-Epidermis nach Fluorochromierung mit’ Akridinorange 
bei p,,2,5 und ihr Verschwinden mit steigendem p,, hingewiesen; erst bei p,,5—6 
kehrt eine Fluoreszenz, und zwar nunmehr mit rétlicher Farbe, wieder. Eine Mem- 
branfluoreszenz unterhalb ihres Entladungspunktes haben bereits Strugger (1940) 
und Héfler (1947), allerdings nur mit mattgriinlicher bis griingelber Farbe, be- 
schrieben und als Imbibitionsfirbung gedeutet. Eine derart gleifendgelbe 
Fluoreszenz, wie sie an unserem Objekt auftritt, ist indes damit kaum zu er- 
klaren. Es liegt nahe, hier gleichfalls eine Léslichkeitsspeicherung anzunehmen. 
Die Fluoreszenz wird durch die Lésungsmittel in ahnlicher Weise modifiziert wie 
die des Zellsaftes (vg]. Tab. 2). Die Farbung erweist sich ferner gegeniiber 0,5 mol. 
CaCl. bestindig; elektrostatische Speicherung, die schon durch die véllige Ent- 
ladung der Membran unwahrscheinlich ist, scheidet also aus. Mit Osmiumsdure 
nehmen die Zellwande allmahlich eine graue Ténung an, die nach Alkoholbehand- 
lung (die auch die Membranfluorochromierung weitgehend unterbindet) ausbleibt. 
Es darf demnach angenommen werden, daBf gleichfalls Gerbstoffe, die in die Mem- 
bran eingelagert sind, das Fluorochrom speichern. Ob das Ausbleiben der gelben 
Fluoreszenz nach Uberschreitung des Entladungspunktes um Py 3 (Héfler 1947 a, b), 
also beim Auftreten negativer Aufladung der Zellwand, mit einer Absittigung 
der Gerbstoffe (die ja Sdéurecharakter besitzen) in Zusammenhang gebracht werdep 
kann, wurde nicht weiter untersucht. 


Eine Méglichkeit muf bei der Diskussion von Gerbstoffen als farbstoff- 
speichernde Agentien in Betracht gezogen werden: es kénnten nicht die 
Gerbstoffe selbst, sondern Stoffe, die diese begleiten und mit ihrer Bildung 
in Zusammenhang stehen, etwa organische Sduren u. a., das Fluorochrom 
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speichern. Dieser Einwand kann einmal damit entkraftet werden, daft die 
Aziditat der Zellsafte von Pirola und Monotropa ungefihr in der gleichen 
Gréfenordnung liegt (zwischen py 3 und 4, bestimmt durch Vitalfarbung 
mit Indikatoren, vgl. Small 1929); erheblich verschiedene Sauremengen 
kommen also kaum in Betracht. Zum anderen mufi darauf hingewiesen 
werden, daf bereits bei Farbezeiten von 10—15 Min. einzelne Zellen der 
Epidermis von Pirola secunda einen Stich ins Rétliche annehmen. Ver- 
langert man die Fluorochromierungszeit auf iiber eine Stunde, so wird eine 
immer gréfere Zahl der Zellen mehr oder weniger kupferrot, wobei alle 
Ubergiinge von Griin iiber Gelbgriin, Gelb, Orange zu Rot zu beobachten 
sind. Nun ist aber eine Speicherung von Akridinorange durch Gerbstoffe 


Tab. 3. Pirola secunda. Vergleich lebender und benzolextrahierter 
Epidermisschnitte. (Akridinorange 1 : 10000, 50 Min.) 











Puffer | Lebend 48 Std. benzolextrahiert 
PyH2,3 | Membran | hellgoldgelb hellgoldgelb 
Zellinhalt | stumpfgelbgriin mattgriin 
PxH3,5 | Membran | neg. — schwach gelblich hellgoldgelb 
Zellinhalt | gelbgriin griingelb 
Py 4,8 | Membran | neg. neg. 
Zellinhalt | gelbgriin gelbgriin, z.T. etwas rétlich 
PH 6,0 | Membran neg., z.T. etwas rétlich etwas rétlich 
Zellinhalt | gelbgriin , seegriin 
PH 7,6 | Membran matt kupferrot matt gelblichrot 
Zellinhalt | seegriin matt seegriin 








zu roter Fluoreszenz bekannt (vgl. Héfler 1949 a), es kommt dabei, ahn- 
lich wie bei Hellfeldfarbstoffen, zur Kriimelbildung. Auch die Pirola-Zellen 
speichern Neutralrot zunachst mit violettroter Farbe (nach Hifler charak- 
teristisch fiir volle Zellsafte!), wobei es aber bald zur Ausfallung von Farb- 
stoffkriimeln kommt. Brillantcresylblau und Cresylechtviolett fallen sofort 
kornig-kriimelig aus. Gefallter Gerbstoff vermag indes nachtraglich keine 
Farbe mehr aufzunehmen (Analogie zum Verschwinden der Membran- 
fluoreszenz nach Uberschreiten des Entladungspunktes? Vgl. oben). 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die Farbstoffspeicherung durch Gerb- 
stoffe, die zum Bilde ,,voller“ Zellsafte fiihrt, bei Pirola einen Sonderfall 
darstellt, oder ob ahnliches auch bei anderen gerbstoffiihrenden Zellen 
gefunden werden kann, bzw. ob sich auch andere ,,volle“ und zugleich 
gerbstoffhaltige Zellen finden lassen. Héfler hat unter den einheimischen 
Orchideen Paradebeispiele fiir ,,volle“ Zellsafte gefunden; die von ihm 
untersuchten Pflanzen diirften wohl mit Sicherheit als gerbstofffrei an- 
zusprechen sein; atich die Epidermen einer Reihe anderer daraufhin unter- 
suchter Orchideen (Oncidium-, Coelogyne- und Paphiopedilum-Arien sowie 
Vanilla planifolia) erwiesen sich gleichfalls bei ,,vollen“ Zellsaften 
als gerbstofffrei. Da diese Zellen aber Osmiumsaure-Schwiarzung zeigen, 
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die nach Azetonbehandlung gleich der Griinfluoreszenz verschwindet, sind 
vielleicht Lipoide als speichernde Stoffe anzusehen. 

Crassulaceen besitzen im Mesophyll unterhalb der Epidermis Gerb- 
stoffidioblasten bzw. gerbstoffiihrende Zellen. Bei verschiedenen Echeveria- 
Arten (z. B. E. glauca, imbricata u. a.) fluoreszieren diese Zellen, mit 
Akridinorange bei p, ca. 6 behandelt, intensiv seegriin, auch bei py 2,5 
kommt es zu einer, wenn auch etwas schwiacheren, triib- bis seegriinen 
Fluoreszenz einzelner Zellen bzw. Zellgruppen. Bei nachheriger Behand- 
lung der gleichen Schnitte mit Gerbstoffreagenzien geben die meisten 
dieser ,,acridinogriinenden“ Zellen (Héfler 1947a) kraftige Gerbstoff- 
reaktion, in den restlichen Zellen zeigt sich eine solche innerhalb 
etwa 10—12 Min. Auch Saxifragaceen enthalten solche Gerbstoffzellen; 
diese lassen sich z. B. bei Saxifraga Cotyledon im Hellfeld von den iibrigen 
subepidermalen Zellen nicht ohne weiteres unterscheiden. Mit Akridin- 
crange behandelt erweisen sich die Gerbstoffidioblasten (und nur diese!) 
als typisch ,,voll“, und zwar unabhingig vom p,, die Fluoreszenz reicht 
auch in diesem Falle bis zu py 2,5. Bei Saxifraga Aizoon (var. Sturmiana) 
liegen die gerbstoffiihrenden Zellen in parallelen Reihen unterhalb der 
Epidermis, sie zeigen untereinander zahlreiche Queranastomosen. Genau 
das gleiche Bild ergibt die Akridinbehandlung; die Gerbstoffzellen fluo- 
reszieren wiederum griin, waihrend die iibrigen Zellen einschlieflich der 
Epidermiszellen ungefiarbt bleiben. Nebenbei sei vermerkt, daft viele dieser 
gerbstoffiihrenden Zellen auch die Plasmal-Reaktion geben; indes darf bei 
Anwesenheit von so viel Gerbstoff daraus kein Schlu& auf Azetalphos- 
phatide gezogen werden. Dagegen fallt auch in diesen Zellen die Reaktion 
nach Joachimowitz auf Phloroglukotannoide positiv aus; gegeniiber 
Pirola besteht nur der Unterschied, daft es zu keiner Entmischung kommt. 
Die Gerbstoffe, die sich in den ,,volien“ Zellsaften der Crassulaceen und 
Saxifragaceen befinden, gehéren demnach in die gleiche Gruppe wie die 
von Pirola. Kontrollproben mittels Vanillin-Salzsaure fiihren zum gleichen 
Resultat. 

Besonders instruktiv ist das Verhalten von Aeonium arboreum (Crassu- 
laceae). In den Blattern dieser Pflanze liegen die gerbstoffiihrenden Zellen 
als dickbalkiges Netzwerk unterhalb der Epidermis. Diese Zellen nehmen 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd sowie mit Vanillin-HCl eine tiefdunkel- 
rote Farbe an, sie erweisen sich ferner unter dem Fluoreszenzmikroskop 
eindeutig als ,,voll“. Die Schliezellen sowie die zwei bis vier in spiraliger 
Anordnung sie umgebenden Nebenzellen geben mit dem Aldehydreagens 
groftenteils gleichfalls eine Rétung, wobei sich jedoch zum Unterschied zu 
den Mesophylizellen unter der Einwirkung des Reagens bald eine kérnige 
Triibung des Zellsaftes einstellt. Die iibrigen Epidermiszellen bleiben un- 
verandert und ungefarbt, wahrend sie sich mit den iiblichen Gerbstoff- 
reagentien als gerbstoffhaltig erweisen. In den meisten Schliefzellen sowie 
deren Nebenzellen sind demnach (vielleicht neben anderen Gerbstoffen) 
auch Phloroglukotannoide enthalten. Mit Akridinorange fluorochromiert, 
leuchten diese Zellen in schwach mattgriiner Farbe auf, wahrend die iibri- 
gen Epidermiszellen dunkel bleiben! Dies demonstriert augenfallig den 
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Zusammenhang zwischen positiver Reaktion nach Joachimowitz auf 
Phloroglukotannoide (resp. Katechine) und ,,vollem“ Charakter der Zell- 
safte; andersgeartete Gerbstoffe vermégen keinen Farbstoff zu speichern. 
Spirogyra enthalt reichlich Gerbstoffe, die den Tanninen zuzuzahlen sind 
(vgl. Molisch), Phloroglukotannoide sind nicht nachweisbar; in Uber- 
einstimmung damit erfolgt auch keine Speicherung von Akridinorange zu 
griiner Fluoreszenz. 

Die Blatter von Camellia japonica enthalten in ihrem Mesophyll reich- 
lich Gerbstoffe, die, wenigstens zum Teil, kraftige Reaktion mit dem 
Joachimowitz-Reagens geben (die Gerbstoffe gehéren groftteils den 
Katechinen an). Diese Zellen erweisen sich gleichfalls als ,,voll*. Allerdings 
ist ihre Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop schwierig, weil sie durch die 
leuchtend griine (am Schnittrand rote) Fluoreszenz der Epidermiszellen 
iiberdeckt wird; am besten lat sie sich an Blattquerschnitten erkennen. 
Die gleichfalls ,,volle“ Epidermis erweist sich mit sémtlichen angewendeten 
Reagenzien als gerbstofffrei; die Speicherung des Farbsioffes muf demnach 
auf andere Ursachen zuriickgehen. Auch weicht der Farbton der Epidermis- 
Fluoreszenz von der triibmattgriinen Fluoreszenz der Gerbstoffzellen im 
Mesophyll etwas ab und unterscheidet sich von ihr vor allem durch die 
wesentlich gréRere Leuchtkraft. Allerdings lat sich auch die Epidermis 
his zu einem py von 2,5 zum gleichen Farbton fluorochromieren, die Fluore- 
szenz ist auch gegeniiber kurzem Aufkochen der Schnitte unter dem Deck- 
glas bestandig, bleibt jedoch nach Behandlung der Schnitte mit Alkohol, 
Chloroform, Benzol und Azeton aus. Auch dies deutet darauf hin, daf 
in den Epidermiszellen von Camellia andere Stoffe als Gerbstoffe das 
Fluorochrom speichern. 

Als ,,klassische Objekte fiir Phloroglukotannoide gelten die Inklusen, 
z. B. im Fruchtfleisch von Ceratonia siliqua, der Mispel und Bananen sowie 
in der Rinde von Eichen und anderen Holzgewachsen. In der Eichenrinde 
leuchten nach Akridinfluorochromierung, unabhangig vom p,, einzelne Zell- 
reihen und Einzelzellen mit intensiv gelber bis gelbgriiner Farbe auf; genau 
die gleichen Zellen nehmen in p-Dimethylaminobenzaldehyd eine tiefrote 
Farbe an. Bei langerdauernder Fluorochromierung (1—3 Stunden) geht der 
larbton in Orange und schlieflich in Kupferrot iiber; dies mu wohl mit 
fortdauernder Speicherung und dabei auftretender Polymerisationsmeta- 
chromasie (vgl. Strugger 1949 und Héfler 1949b) erklart werden. Auch 
die Zellen des Fruchtfleisches der Mispel geben die gleiche Reaktion auf 
Phloroglukotannoide; Akridinorange wird durch sie zu grau- bis hell- 
griiner Fluoreszenz gespeichert, wobei Helligkeit und Farbton der Fluore- 
szenz von Zelle zu Zelle stark wechselt. Zum Unterschiede von den genann- 
ten Objekten zeigen die Inkusen der Banane eine deutliche Kontur inner- 
halb der Zelle bzw. eine Oberflaichenskulptur, sie sind also von fester Kon- 
sistenz; ahnlich sind auch die Inklusen des Johannisbrotes. In derartigen 
festen Inklusen tritt eine Griinfluoreszenz mit Akridinorange nur in sehr 
geringer Intensitaét auf oder bleibt tiberhaupt ganz aus. Im Fruchtfleisch 
der Banane konnten einige Inklusen beobachtet werden, die noch nicht 
dunkel verfarbt, wenig deutlich konturiert, also noch nicht ganz verfestigt 
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waren; solche Zellen vermégen das Fluorochrom noch relativ stark zu 
speichern und fluoreszieren dann deutlich griin. 

Die zuletzt angefiihrten Versuche an extrem gerbsioffhaltigen Zeilen 
bestiitigen die Annahme, dafi Phloroglukotannoide ,,volle“ Zellsifte ver- 
ursachen kénnen. Allerdings scheint der Zustand, in dem sich diese Stoffe 
in der Zelle befinden, nicht gleichgiiltig zu sein. Eine Speicherung ist nach 
den geschilderten Beobachtungen offenbar nur solange méglich, als die 
Phloroglukotannoide in diffuser Verteilung, also gelést, vorliegen. In die- 
sem Zustand zeigen Gerbstoffe Neigung zu Adsorptions- oder Komplex- 
bindungen; ausgefallter oder kriimeliger Gerbstoff vermag keinen Farbstoff 
mehr aufzunehmen. Auf ahnliche Beobachtungen wurde schon hingewiesen. 
Auch die gegeniiber gerbstoffiihrenden Mesophyllzellen wesentlich 
schwichere Fluorochromierbarkeit der Schlief- und Nebenzellen von 
Aeonium arboreum kann wohl mit der Neigung der darin enthaltenen Gerb- 
stoffe zur Kriimelbildung (z.B. bei Zusatz des Joachimowitz-Reagens) 
und dem damit méglicherweise verbundenen geringeren Vermégen, mit 
Akridinorange griin fluoreszierende Additionsverbindungen zu geben, in 
Zusammenhang gebracht werden. 


Zusammenfassung 


Vergleichende Untersuchungen von Gerbstoffvorkommen und Vital- 
fluorochromierung haben ergeben, daf Phloroglukotannoide resp. Katechine 
(Gerbstoffe, die mit p-Dimethylaminobenzaldehyd rote Farbung geben), 
sofern sie in diffuser bzw. geléster Form vorliegen, Akridinorange weit- 
gehend p,-unabhiangig mit griiner. bis gelbgriiner Fluoreszenz zu speichern 
vermégen. Phloroglukotannoide diirften deshalb als eine der Ursachen fiir 
»volle* Zellsifte im Sinne Héflers (py-unabhangige Speicherung von 
molekularem Farbstoff in Form einer chemischen Bindung mit bestimmten 
Komponenten des Zellsaftes) anzusehen sein. 
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Zur zellphysiologischen Analyse der Bliitenbewegungen 
Von 


Gertrud Miickschitz 
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Mit 10 Textabbildungen 


(Eingelangt am 5. Dezember 1950) 


Durch den Versuch, die Methoden der Zellphysiologie in den Dienst 
einer Kausalanalyse der Bewegungs- und Wachstumserscheinungen der 
Pflanzen zu stellen, erdffnet sich dem Zellphysiologen in der Reizphysiologie 
der Pflanzen ein weites Arbeitsgebiet. Waihrend auf einigen speziellen Ge- 
bieten, wie vor allem den Erscheinungen der Lichtiurgor- und Seismo- 
reaktionen in den Blattgelenken einiger Pflanzen, eingehende zellphysiologi- 
sche Untersuchungen vorliegen, sind bis jetzt jene Bewegungserscheinun- 
gen, die in der Bliitenregion vieler Pflanzen auftreten und als Thermo-, 
Photo- und Seismoreaktionen anzusehen sind, nur wenig vom zellphysiologi- 
schen Standpunkt aus untersucht worden. Unter den Bliitenbewegungen 
kommen aufferdem den sogenannten Entfaltungsbewegungen und jenen 
rhythmischen Bewegungen, die als nyktinastische oder Schlafbewegungen 
bezeichnet werden, eine besondere Bedeutung zu. Bei vielen dieser Er- 
scheinungen kann die Frage, ob die Bewegungen als aitiogen oder autonom 
anzusehen sind, noch nicht als vollkommen geklart betrachtet werden. Es 
mu vielmehr bei vielen dieser Vorginge auch mit dem Mitwirken endo- 
gener Rhythmen gerechnet werden. Zur Erklarung des Mechanismus der 
Bliitenbewegungen, sei es, daft sie auf Wachstumsvorginge zuriickzufiihren 
sind, sei es, daft sie auf Turgoranderungen beruhen, werden im allgemeinen 
physiologische Unterschiede zwischen Blattober- und -unterseite an- 
genommen. 

Vom Standpunkt der protoplasmatischen Pflanzenanatomie, deren Ziel 
es ja ist, die einzelnen Zell- und Gewebetypen auf Grund der Eigenschaf- 
ten ihrer lebenden Protoplasten genau zu kennzeichnen, erscheint daher 
eine eingehende Untersuchung aller jener Blattorgane, an denen sich Be- 
wegungserscheinungen beobachien lassen, dringend geboten. 

Zu diesen im gréferen Ausmaf geplanten Untersuchungen stellen die 
vorliegenden Versuche einen Auftakt dar; sie beschranken sich auf Beob- 
achtungen an Crocus vernus, Tulipa Gesneriana, Convoloulus arvensis 
Gentiana Sturmiana und asclepiadea und setzen sich die Beantwortung 
folgender Fragen zum Ziel: 


1. Von welcher Art sind die Longitudinalgradienten in Corollblattern? 





———E 
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2. Von welcher Beschaffenheit sind die Unterschiede zwischen Blattober- 
und -unterseite der Corollblatter? 

3. Welche zellphysiologischen Veranderungen gehen mit den Offnungs- 
und Schlie&bewegungen der Bliiten Hand in Hand? 

4. Welchen Einflu® hat das Alter der Bliiten auf diese Veranderungen? 


Thermonastien 


I. Versuche mit Crocus vernus 


Objekt: Pfeffer (1873) hat im Sinn der klassischen Pflanzenanatomie 
den Bau der Bliitenblatter von Crocus naher beschrieben. Beziiglich des 
Bewegungsvorganges konnte er feststellen, dafi die Zone der gréften Be- 
wegung in das untere Viertel oder Sechstel des Perigonzipfels fallt. Neuere 
Beobachtungen iiber die Offnungs- und Schlie&bewegungen der Crocus- 
Bliiten finden sich vor allem bei Béhner (1933). 

Bei den zu den vorliegenden Versuchen verwendeten Pflanzen, einer 
violett bliihenden Form von Crocus vernus, lie® sich schon makroskopisch 
ein deutlicher Unterschied zwischen der Aufen- und Innenepidermis vor 
allem im Bereich der Bewegungszone feststellen, da die Aufenepidermis 
gerade im Bereich dieser Zone eine stark ausgesprochene Anthozyanfarbung 
aufweist, wihrend die Innenepidermis vollkommen farblos ist. Die mikro- 
skopische Untersuchung zeigte, daft auf der Innenepidermis im Bereich der 
Bewegungszone ein kleinzelliges Meristem liegt, wahrend die AuRenepider- 
mis in diesem Bereich kein Meristem aufweist. Fiir die Blattober- bzw. 
-unterseite ergab sich bei der Durchfiihrung der Versuche daher eine Glie- 
derung in folgende drei Zonen 


Innenepidermis Aufenepidermis 
1. Bewegungszone 1. Bewegungszone = 
a) merisiematische Zone Streckungszone 
b) Streckungszone 2. Mittelzone 
2. Mittelzone 3. Spitzenzone 
3. Spitzenzone 


Methode: Wenn es bei den zellphysiologischen Untersuchungen galt, 
das Vorhandensein und den Verlauf von plasmatischen Gradienten inner- 
halb der Blattlamina bzw. Unterschiede zwischen Blattober- und -unter- 
seite nachzuweisen, wurden halbierte Perigonblatter verwendet. Wird die 
Durchtrennung eines Perigonblattes mit einer Rasierklinge durchgefiihrt, so 
erhilt man zwei Gewebepartien, die sich fiir zellphysiologische Unter- 
suchungen der Epidermiszellen sehr eignen, da unterhalb der Epidermis 
geniigend subepidermale Schichten liegen, um den Wundreiz auszuschalten, 
andererseits das Eindringen der verschiedenen Versuchslisungen in die Inter- 
zellularen auf keine besonderen Schwierigkeiten sté&t, wenn die Schnitte 
entliiftet werden. Bei den Versuchen, bei denen das Augenmerk vor allem 
auf die Verinderung innerhalb der Zellen der Bewegungszone wahrend des 
Bewegungsvorganges gerichtet war, wurden Flachenschnitte aus dem ent- 
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sprechenden Bereich der Blattlamina verwendet. Der Bewegungsvorgang 
selbst wurde in einfacher Weise durch Temperaturerhéhung bzw. -erniedri- 
gung ausgelist, wobei bei den Versuchen mit Crocus, dessen Bliitezeit ja in 
das erste Friihjahr fallt, meistens die Temperaturdifferenz geniigte, die 
zwischen dem geheizten Zimmer und der Temperatur zwischen den beiden 
Scheiben eines nordseitigen Fensters bestand. 

Versuche: Vorversuche iiber die Veriinderungen innerhalb der Zellen 
der Bewegungszone bei dem Offnungs- und SchlieRvorgang der Bliiten zeig- 
ten innerhalb der meristematischen Zone der Innenepidermis klare Unter- 

schiede in der Gestalt der Zellen, die 
fiir eine deutliche Streckung der Zellen 
der apikalen Zellreihen der Bewe- 
gungszone sprechen (Abb. 1) und 
vermuten lassen, daB in dieser Ge- 
webepartie der aktivste Teil des Be-’ 
wegungsvorganges zu suchen ist. 
Plasmolyseform: Die Plasmo- 
lyseform der einzelnen Zellen wurde 
in Traubenzucker-, KNO,- und CaCl.- 
Lésungen in mittleren hypertonischen 
Konzentrationen untersucht. Dabei 
lieR sich folgendes feststellen: In den 
Perigonblattern lassen sich mit Hilfe 
der Plasmolyseform  Longitudinal- 
gradienten nachweisen, und zwar in 
der Form, daf die Zellen der Basis 
im allgemeinen konvexe Plasmolyse- 
formen zeigen, die Zellen der Strek- 
kungszone jedoch konkave Umrisse 
ihrer Protoplasten besitzen, wahrend 
die Zellen der Spitzenzone wieder 
y konvex plasmolysieren, wobei die Pro- 
toplasten die Neigung zum Zerfall in 
Teilstiike aufweisen. Diese Ergeb- 
nisse stehen in vollem Einklang mit 
den Ergebnissen von Strugger (1935) 
iiber die Plasmolyseform von Zellen 
in verschiedenen Wachstumsstadien. 
Diese Gradienten treten mit gréRerer Deutlichkeit auf der Innenseite der 
Blatter in Erscheinung, was sich als eine Folge der oben beschriebenen Unter- 
schiede in der Ausbildung der einzelnen Zonen erkliren laft. 

Die genauere Analyse der Veranderungen der Plasmolyseform bei dem 
Offnungs- und dem Schliefvorgang der Bliiten, die in Serienversuchen mit 
Bliiten verschiedener Offnungsweite durchgefiihrt wurde und bei der in 
erster Linie die Zellen der Bewegungszone beriicksichtigt wurden, brachte 
die folgenden Ergebnisse: 


Abb. 1. Grocus vernus, meristematische 
Gewebe des Perigonzipfels. 


Oben: geschlossene Bliite. 
Unten: offene Bliite. 
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Bei offenen Bliiten zeigen die Zellen der Bewegungszone der Innen- 
epidermis Krampfplasmolyse, wahrend die entsprechenden Zellen der 
Auftenepidermis konvexe Plasmolyseform besitzen. Bei geschlossenen 
Bliiten finden sich jedoch deutlicher ausgesprochene Formen von Krampf- 
plasmolyse in den Zellen der Auffenepidermis (Abb. 2). Diese Ergebnisse 
iiber die Plasmolyseform 
fiigen sich zwanglos in 
die Auffassung ein, daft 
es sich bei den thermo- 
nastischen Bewegungen 
der Crocus-Bliite um ab- 
wechselndes Streckungs- 
wachstum auf den beiden 
antagonistischen Seiten 
der Bliitenblatter handelt. 

Wie weitere Versuche 
an verschieden alten Blii- 
ten zeigen konnten, wer- 
den diese Veranderungen 
in der Ausbildung der 
Plasmolyseform wahrend 
des Ablaufes der thermo- 
nastischen Bewegungen 
jedoch iiberdeckt von den 
Verainderungen, die mit 
dem natiirlichen Ablauf 
des Entwicklungsprozes- 
ses der Bliiten verbunden 
sind. Bei jungen Bliiten 
besteht eine stirkere Ten- 
denz zur Ausbildung von 
konvexen Plasmolysefor- 
men, wahrend bei Bliiten, 
die ihre Funktionshéhe er- 
reicht haben, die Neigung (jen. 





Abb. 2. Crocus vernus: Reife Bliite in 1,2 mol. Trau- 
: benzucker. 
Geschlossene Bliite, links: Innenepidermis, 


zu konkaven Plasmolyse- rechts: AuRenepidermis. 
formen im allgemeinen  Unten: Offene Bliite, links: Innenepidermis, rechts: 
vorherrscht. Die Epider- Aufenepidermis. 


miszellen alter Bliiten- 

- blatter sind durch das Bestreben zur Bildung von konvexen Plasmolyse- 
formen mit Zerfall in Teilprotoplasten gekennzeichnet. In der Deutlichkeit, 
mit der diese durch den natiirlichen Entwicklungsgang bedingten Verande- 
rungen auftreten, lassen sich jedoch Unterschiede zwischen Aufen- und Innen- 
epidermis nachweisen. Wahrend die Auftenepidermis diese im Entwick- 
lungsgang liegenden Unterschiede klarer hervortreten lat, spiegelt die 
Innenepidermis, die den aktiveren Teil bei den Bliitenbewegungen darstellt, 
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die durch den Offnungszustand der Bliiten bedingten Verinderungen deut- 
licher wider, wahrend die von dem natiirlichhen Entwicklungsvorgang verur- 
sachten Erscheinungen mehr in den Hintergrund treten. 

Osmotischer Wert: Der osmotische Wert wurde nach der Methode 
der Grenzplasmolyse in Traubenzuckerlésungen ermittelt. 

Longitudinalgradienten konnten in allen Bliiten sowohl in der Aufen- 
als auch in der Innenepidermis nachgewiesen werden. Der osmotische Wert 
fallt von der Spitze zur Basis etwa um 0,1 Mol. Im allgemeinen ergaben 
sich auch Unterschiede zwischen Auffen- und Innenepidermis (Tab. 1). Wie 
die Versuche zur Bestimmung des osmotischen Wertes zeigten, ist der 
Offnungs- bzw. SchlieRvorgang nicht von Veranderungen im osmotischen 
Wert begleitet. Eine starke Abhangigkeit zeigte der osmotische Wert jedoch 
vom Alter der Bliite (Tab. 1). 


Tab. 1. Osmotischer Wert in Mol Traubenzucker. 





| AuBenepidermis | Innenepidermis 





Junge Bliite. . 0,8 0,75 
Reife Bliite . . 0,75 0,70 
Alte Bliite .. 0,60 0,55 


Tab. 2. Deplasmolysezeit. 





in 1 mol. Harnstoff | in 1 mol. Glyzerin 











Aufenepidermis 20 Min. 15 Min. 
Innenepidermis | 30 Min. | 22 Min. 


Der osmotische Wert fallt mit zunehmendem Alter der Bliite deutlich, 
was auch Bancher (1938) fiir Iris und Gladiolus feststellen konnte. 

Permeabilitat: Zu den Permeabilitatsversuchen, die mit Hilfe der 
Methode der Deplasmolysezeit durchgefiihrt wurden, wurden als Plasmo- 
lytika Harnstoff und Glyzerin in 1 mol. bzw. 1,5 mol. Lésung verwendet. 
Die Gradienten, die sich hinsichtlich der Plasmolyseform ergeben hatten, 
lieBen sich in gleicher Weise auch fiir die Permeabilitatseigenschaften der 
Zellen nachweisen. Die Durchlassigkeit der Zellen nimmt von der Spitze 
zur Basis allmahlich ab; eine besonders geringe Durchlassigkeit fiir die ge- 
nannten Plasmolytika zeigten die Zellen der meristematischen Zone der 
Innenepidermis. Deutlich waren auch die Unterschiede zwischen Aufen- 
und Innenepidermis (Tab. 2). In der Tabelle sind die fiir die Zellen der 
Bewegungszone voll entwickelter Bliiten gefundenen Werte angegeben; 
doch wurden auch fiir die iibrigen Zonen der Blattlamina entsprechende 
Unterschiede zwischen den Zellen der Aufen- und der Innenepidermis ge- 
funden. Bei Versuchen mit gleich alten Bliiten in verschiedenen Offnungs- 
stadien zeigte es sich, daft mit den thermonastischen Bewegungen keine 
Verinderung in den Permeabilitatseigenschaften der Zellen verbunden ist. 

Einen um so deutlicheren Einflu& besitzt jedoch auch bei den Bliiten- 
blattern von Crocus das Alter auf die Durchlissigkeitseigenschaften der 
Zellen (Marklund 1936). In Tab. 3 sind die fiir eine 1,5 mol. Glyzerin- 
lésung erhaltenen Werte angegeben. 











Zur zellphysiologischen Analyse der Bliitenbewegungen 353 


Beim Ubergang vom Knospenzustand zur reifen Bliite werden die 
Permeabilitatsunterschiede zwischen Auften- und Innenepidermis “erst all- 
miahlich herausgebildet. Mit fortschreitender Entwicklung nimmt im allge- 
meinen die Durchliassigkeit des Plasmas fortgesetzt zu. Versuche mit ganz 
alten Bliiten zeigten eine rapide Abnahme der Durchlassigkeit sowohl fiir 
Harnstoff als auch fiir Glyzerin in allen Zonen der Blattlamina. Auf die 
Wiedergabe von bestimmten Zahlenwerten muff verzichtet werden, da die 
Versuche bei der kurzen Bliitezeit der verwendeten Pflanzen nicht beliebig 
oft wiederholt werden konnten. 


Tab. 3. Deplasmolysezeit in 1,5 mol. Glyzerin. 





Aufenepidermis | Innenepidermis 


Knospe .. . 30—35 Min. | 30—86 Min. 


Reife Bliite . . 20 Min. | 30 Min. 








II. Versuche mit Tulipa Gesneriana 


Objekt: Die thermonastischen Bewegungen von Tulipa waren. wieder- 
holt Gegenstand von Untersuchungen (Biinning 1929, Mirkert 1931, 
Bohner 1933, 1934). Die Art der Bliitenbewegung unterscheidet sich makro- 
skopisch dadurch von der der Crocus-Bliite, daf sich bei Tulipa keine scharf 
abgegrenzte Bewegungszone bestimmen Jaft, daf vielmehr von der Aus- 
warts- und Einwartskriimmung das ganze Perigonblatt erfaft wird. Wah- 
rend bei Crocus bei der mikroskopischen Untersuchung die beiden Perigon- 
seiten Unterschiede in der Zonierung erkennen lassen, findet sich bei Tulipa 
sowohl auf der Perigonaufenseite als auch auf der Perigoninnenseite an der 
Basis ein kleinzelliges meristematisches Gewebe. An dieses Gewebe schlieft 
sich an beiden Seiten gleichlaufend eine breite Streckungszone an, die etwa 
das erste Viertel des Perigonbla‘tes erfaftt. Diese Streckungszone geht dann 
allmahlich in die Dauerzone iiber. Was den anatomischen Bau der beiden 
Epidermen anlangt, so besitzt die Aufenepidermis kurze breite und mosaik- 
artig ineinandergefiigte Zellen, zwischen denen zahlreiche Spaltéffnungen 
eingeschaltet sind, waihrend die Innenepidermis aus schmalen langgestreck- 
ten, parallellaufenden Zellen besteht. 

Methode: Da sich bei Tulipa keine besonders ausgepragte Bewegungs- 
zone nachweisen lat, wurden bei den zellphysiologischen Untersuchungen 
stets die ganzen Perigonblatter untersucht. Es hat sich dabei als giinstig er- 
wiesen, das Bliitenblatt zu halbieren und von der einen Hialfte die Innen- 
epidermis und von der anderen Hilfte die Aufenepidermis mit Hilfe einer 
Pinzette abzuziehen. Zu den Versuchen wurden dann stets die mit dem Meso- 
phyllgewebe in Verbindung gebliebenen Epidermen herangezogen. Die 
Offnungs- und SchlieRbewegung wurde bei Tulipa in ahnlicher Weise wie 
bei Crocus durch Temperaturanderungen hervorgerufen. 

Plasmolyseform: Bei Plasmolyse in 1mol. Traubenzuckerlésung 
lieBen sich, was die Plasmolysezeit betrifft, deutliche Unterschiede in den 
einzelnen Zonen der Blattlamina feststellen. Wahrend die Spitzenzone 
nach ungefaihr 10 Minuten das Stadium der perfekten Plasmolyse erreicht 

Protoplasma, Bd. XL/2. 23 
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hat, beanspruchen die Zellen der Mittel- bzw. Basalzone 20 bzw. 30 Minuten 
zur Erreichung dieses Zustandes. 

Unterschiede zwischen Aufen- und Innenseite liefen sich bei geschlos- 
senen Bliiten nicht nachweisen, um so deutlicher waren diese Unterschiede 
bei gedffneter Bliite. Wahrend bei offenen Bliiten in den Zellen der Auften- 
epidermis nach relativ kurzer Zeit (etwa 20 Minuten) in saimtlichen Zonen 
das Stadium der perfekten Plasmolyse erreicht wird, beanspruchen die 
Zellen der Innenepidermis eine weit langere Zeit dazu. 30—45 Minuten 
nach dem Einlegen in das Plasmolytikum zeigen die Zellen der Mittel- und 
Spitzenzone der Innenepidermis konvexe Plasmolyse, wihrend die Zellen 


Tab. 4. Osmotischer Wert in Traubenzucker. 





Innenepidermis . . . .| 0,62 Mol 
Strecku e 
ee Auf enepidermis . | 0,66 Mol 


Tab. 5. Deplasmolysezeit in 1 mol. Harnstoff. 





Innenseite 
Aufenseite . 


114 Min. 
136 Min. 





Tab. 6. Deplasmolysezeit in imol. Harnstoff. 





Spitze. . . .| 100—90 Min. 
Mittelzone i | 114—136 Min. 
Basis . . . «| 90—110 Min. 


der Basalzone zu dieser Zeit noch stark konvaxe Umrisse ihrer Protoplasten 
aufweisen. Diese Ergebnisse sprechen fiir die besondere Aktivitat der Basal- 
zone der Innenepidermis, deren Streckungswachstum zur Offnungsbewe- 
gung fiihrt. 

Osmotischer Wert: Auch bei Tulipa wurde der osmotische Wert mit 
Hilfe der Methode der Grenzplasmolyse in Traubenzuckerliésung bestimmt. 
Beziiglich des osmotischen Wertes ergaben sich schwach ausgepriagte Longi- 
tudinalgradienten. Zwischen Innen- und Aufenseite bestehen nur geringe 
Unterschiede im osmotischen Wert; es lief sich ein etwas héherer osmoti- 
scher Wert fiir die Aufenepidermis feststellen (Tab. 4). Bei der Offnungs- 
und Schliefbewegung liefen sich keine Veranderungen im osmotischen Wert 
feststellen. 

Permeabilitat: Die Methode und die verwendeten Plasmolytika 
waren dieselben wie bei den Permeabilitatsversuchen mit Crocus. Die 
Permeabilitatsuntersuchungen an Tulipa lieBen im Vergleich mit den Er- 
gebnissen bei Crocus geringe Permeabilitatsdifferenzen zwischen Innen- 
und Auftenseite der Bliitenblatter feststellen. Obwohl sich die einzelnen 
Bliiten hinsichtlich der Deplasmolysezeit sehr verschieden verhielten, wies 
doch stets die Innenseite eine raschere Permeation auf als die Aufenseite 
(Tab. 5). Was die Longitudinalgradienten innerhalb der Blattlamina betrifft, 
so lie sich in zahlreichen Versuchen ein deutlicher Unterschied zwischen 
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Spitze, Mittelzone und Basalzone nachweisen (Tab. 6). Orientierende Ver- 
suche mit Glyzerin zeigten, daft die Epidermiszellen von Tulipa besser fiir 
Glyzerin als fiir Harnstoff durchlassig sind. 

Resistenz: Zur Aufdeckung zellphysiologischer Unterschiede zwischen 
den einzelnen Zelltypen wurden auch Resistenzversuche durchgefiihrt, die 
sich vorlaufig nur auf die Verhaltnisse bei of fenen Bliiten beschrankten. 
Zu diesen Untersuchungen wurden die Perigonblatter in hypotonische Lésun- 
gen (0,1 und 0,05 mol.) von Harnstoff, Mangansulfat und KNO, eingelegt 
und nach 24 Stunden das Verhalten der einzelnen Zellen bei Plasmolyse ver- 
folgt. Tab. 7 bringt die Ergebnisse: 


Tabelle Z. 





Harnstoff Mangansulfat | Kaliumnitrat 
0,1 mol. | 0,05 mol. | 0,1mol. | 0,05 mol. | 0,1 mol. | 0,05 mol. 




















Mesophyll. . abgest. lebend, abgest. abgest. | abgest. abgest. 
aber schw. | | 
| geschiid. | 
Aufenepidermis| geringe geringe |starkgesch.| fast alle | abgest. stark 
Schidigung|Schadigung| vielfach Zellen | geschidigt 
abgest. abgest. | 
Meristem | 
ger. Schad. | 
Innenepidermis | . geringe geringe geringe | normales | - abgest. stark 
Schidigung|Schidigung|Schadigung| Aussehen geschadigt 


Vom Standpunkt der protoplasmatischen Pflanzenanatomie aus ist die 
fiir die verwendeten Stoffe nachgewiesene geringe Resistenz der Mesophyll- 
zellen bemerkenswert. Was die Unterschiede zwischen Aufen- und Innen- 
epidermis anlangt, so ergab sich in den Resistenzeigenschaften in MnSO, 
eine wesentlich gréfere Resistenz fiir die Zellen der Innenepidermis als fiir 
die Zellen der Auffenepidermis. Was die Longitudinalgradienten betrifft, 
so lieRen sich auch fiir die Resistenzeigenschaften Unterschiede zwischen 
der basalen meristematischen Zone, die die héchste Resistenz besitzt, der 
Mittelzone und der Spitzenzone nachweisen. 


Entfaltungsbewegungen 
Versuche mit Convolovulus arvensis 


Schon Dutrochet (1837) hat dem eigenartigen Entfaltungsmechanis- 
mus der Convolvulaceen-Blumenkrone seine Aufmerksamkeit zugewandt. 
Goebel (1924) gibt eine ausfiihrliche Beschreibung der Convolvulaceen- 
bliite, an der sich fiinf derber gebaute, meist auch durch die Fiarbung hervor- 
tretende, den mittleren Teilen der verwachsenen Blumenkrone entsprechende 
Langsstreifen unterscheiden lassen, zwischen denen die zarter gebauten 
Gewebeteile, die die Hauptmasse der Blumenkrone bilden, gleichsam ein- 
gefaltet sind. Goebel ist der Meinung, daf die Entfaltung durch eine 
Turgorsteigerung auf der Oberseite, die SchlieRung der Bliite durch Turgor- 
verminderung hervorgerufen wird. Schumacher (i931) vertritt die 


23* 
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Ansicht, daf der rasche Verschluf der Convolvulaceenbliite durch intensive 
Eiweiftspaltung in den Protoplasten der Bliitenblattzellen hervorgerufen 
wird, und Weber (1932) weist darauf hin, daf es sich dabei um einen nur 
nach wenigen Stunden zihlenden rapiden Verlauf einer Nekrobiose handeln 
diirfte, deren genauere Untersuchung mit Hilfe der Methoden der Proto- 
plasmaforschung von groftem Interesse wire. 

Die anatomische Vor- 
untersuchung der Con- 
voloulus-Bliite lie® vor 
allem eine genaue Beach- 
tung der folgenden drei 
Teile der Bliite als wich- 
tig erscheinen: 1. Basis, 
2. Langsstreifen, 3. das 
Zwischengewebe. 

Wiahrend die Innen- 
epidermis im allgemeinen 
einen ziemlich einheit- 
lichen Aufbau aus papil- 
lésen Zellen mit poly- 
gonaler Grundfliche be- 
sitzt, unterscheidet sich 
die Aufenepidermis im 
Bereich der Langsstreifen 
und des Zwischengewebes 
stark voneinander. In 
den Liangsstreifen be- 
steht die Aufenepidermis 
aus langgestreckten Zel- 
len mit derben gebuchte- 
ten Membranen, im Zwi- 
schengewebe jedoch aus 
stark gewinkelten Zellen 
mit Membranfortsatzen. 





Abb. 3. Convoloulus arvensis: I. Knospe. 
Oben: Aufenepidermis, Lingsstreifen. 
Mitte: AuRenepidermis, Zwischengewebe. Fiir diese drei Gewebe- 
Unten: Innenepidermis. partien, die Aufenepi- 

dermis der Langsstreifen 
bzw. die AuBenepidermis des Zwischengewebes einerseits und die Zellen 
der Innenepidermis andererseits wurden fiir drei charakteristische Stadien 
der Bliitenentwicklung, namlich fiir das Knospenstadium, das Stadium der 
maximalen Offnung der Bliite und schlieflich den Zustand der verwelkten, 
geschlossenen Bliite die Gréfe der Zellen und die Kernform genau fest- 
gestellt. Wie aus Abb. 3, 4, 5 ersichtlich, lift sich dabei mit fortschreitender 
Entwicklung eine fortgesetzte Zellstreckung in Verbindung mit einer Ab- 
nahme der Wandstiarke verfolgen. Der Schliefvorgang ist durch einen deut- 
lichen Verfall des Zellkernes charakterisiert. 
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Plasmolyseform: Zur Untersuchung der Plasmolyseform, die teils 
in einer 2 mol. Traubenzuckerlésung, teils in entsprechenden hypertoni- 
schen Lésungen anderer Plasmolytika gepriift wurde, wurden Reihen- 
versuche fiir die drei Entwicklungsstadien der Bliite: Knospe — offene 
Bliite — sekundir geschlossene Bliite, durchgefiihrt, wobei das Verhalten 
der Epidermiszellen, und zwar der Basis, der Langsstreifen und des Zwi- 
schengewebes, untersucht 
wurde. Die Ergebnisse 
sind aus Abb. 6, 7, 8 za 
entnehmen. Fiir das 
Knospenstadium sind 
durchwegs konvexe Plas- 
molyseformen charakteri- 
stisch. Mit dem Offnungs- 
vorgang gehen in gewis- 
sen Gewebepartien, so in 
den Basiszellen der Au- 
Ren- und Innenepidermis, 
deutlich krampfartige 
Plasmolyseformen Hand 
in Hand. In den meisten 
Zellen fallt ein starker 
Unterschied im Plasmo- 
lysegrad im Vergleich mit 
den Zellen des Knospen- 
stadiums auf. Der Ver- 
schlu& der Bliite ist durch 
das Auftreten krampf- 
artiger bis eckiger Plas- 
molyseformen und einer 
neuerlichen Zunahme des 
Plasmolysegrades ge- 
kennzeichnet. Diese Be- 
obachtungen _ einerseits 
iiber die Plasmolyseform, 
andererseits den Plasmo- 
lysegrad sprechen dafiir, 
daf bei dem Offnungsvorgang eine ViskositatserhGhung des Plasmas beson- 
ders an der Innenseite und ein Steigen des osmotischen Wertes auftritt, 
wiahrend der SchlieRvorgang mit nekrobiotischen Veranderungen des Plas- 
mas (Viskositatszunahme nach Reuter 1937) und einer Abnahme des os- 
motischen Wertes verbunden ist. 

Osmotischer Wert: Die Feststellung des osmotischen Wertes er- 
schien daher im Fall von Convoloulus besonders wichtig. In der Tab. 8 sind 
die Werte fiir Traubenzucker angegeben (Tab. 8). 

Permeabilitat: Die Durchlassigkeitseigenschaften der Zellen wurden 





Abb. 4. Convolvulus arvensis: II. Offene Bliite. 
Oben: Auftenepidermis, Lingsstreifen. 
Mitte: AuRenepidermis, Zwischengewebe. 
Unten: Innenepidermis. 
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fiir Harnstoff und Glyzerin in verschieden stark konzentrierten Liésungen 
durch Bestimmung der Deplasmolysezeit gepriift (Tab. 9). 











Tabelle 8. 
| 
‘ Sek. geschlossene 
Knospe |  Offene Bliite | Bliite 
| 
Innenepidermis 1—1,12 mol. | 1,2—1,42 mol. 0,75—0,85 mol. 
Aufenepidermis 1 mol. | 1—1,12 mol. 0,85—1 mol. 
| 


Aus der Tabelle geht 
einerseits hervor, da die 
Durchlissigkeit des  Plas- 
mas mit dem Offnungs- und 
den daran anschlieRenden 
SchlieBvorgang, d. h. mit zu- 
nehmendem Alter der Bliite 
stark abnimmt, andererseits 
ergaben sich _ wesentliche 
Unterschiede zwischen In- 
nen- und Aufenepidermis 
der Bliitenblatter. Es lief 
sich feststellen, daf die Zel- 
len der Innenepidermis bes- 
ser fiir Harnstoff, die der 
Aufenepidermis besser fiir 
Glyzerin durchlassig sind. 
Resistenz: Die Resi- 
stenzversuche, die Unter- 
schiede zwischen den ein- 
zelnen Zelltypen aufdecken 
sollten, beschrankten sich 
auf die Zellen einer offenen 
Bliite und wurden in genau 
derselben Weise wie bei 
Tulipa durchgefihrt. Als 
Ergebnis der Resistenzver- 
suche lief sich fesistellen, 
da das Absterben der 


Abb. 5. Convolvulus arvensis: III. Verwelkte Bliite, 2¢llen von der Basis zur 





Oben: Aufenepidermis, Langsstreifen. Spitze fortschreitet und dab 
Mitte: AuBenepidermis, Zwischengewebe. die Zellen der Langsstreifen 
Unten: Innenepidermis. resistenter sind als die 


Zellen des Zwischengewebes. 
Unterschiede zwischen Innen- und Aufenepidermis konnten nicht aufge- 
funden werden. 
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Seismonastien 


I. Versuche mit Gentiana Sturmiana 


Nach den Angaben in der Literatur wird fiir Gentianaceenbliiten 


neben seismischer auch 
thermische _Reizbarkeit 
angenommen (Weber 
1924, Claus 1926). Die 
vorliegenden Versuche 
mit Gentiana Sturmiana 
wurden in den Sommer- 
monaten 1948 und 1949 
im Freiland in der Um- 
gebung von Aussee durch- 
gefiihrt. Dabei lieR sich 
die hohe Empfindlichkeit 
der Bliiten gegen gering- 
fiigige Witterungs- und 
Temperaturanderungen 
immer wieder beobachten. 
Die anatomische Vor- 
untersuchung legte fiir 
die zellphysiologischen 
Untersuchungen eine ge- 
naue Beobachtung von 
drei Gewebepartien nahe, 
namlich 1. der Aufenepi- 
dermis, 2. der Innenepi- 
dermis und 3. des Ver- 
bindungsstiickes zwischen 
Barischuppe und Coroll- 
zipfel Hoéfler und 
Stiegler (1930) haben 
Gentiana Sturmiana als 





Abb. 6. Convolvulus arvensis: I. Knospe. 
a Basis, b Langsstreifen, c Zwischengewebe. 
Oben: Innenepidermis. Unten: Aufenepidermis. 




















Tabelle 9. 
Harnstoff Glyzerin 
2 mol. | 2,5 mol.) 3 mol. | 2,5 mol. | 3 mol. 
Knospe | Innenepidermis | 45 Min. | 60 Min. | 75 Min. | 90 Min. 135 Min. 
| Aufenepidermis |105 Min. 120 Min. | 150 Min. | 60 Min. | 70 Min. 
| P | 

Offene Bliite | Innenepidermis | 60 Min. 80 Min.| 90 Min. | 120 Min. | 150 Min. 
| Aufenepidermis | 120 Min. | 180 Min. 210 Min.| 60 Min. | 70 Min. 

Sek. geschlos- | Innenepidermis we) we) ) 2 we) 

sene Bliite | AufSenepidermis ~ oo a0 ea oo 
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Objekt fiir vergleichende Permeabilitatsstudien gewahlt und eine vorteil- 
hafte Praparationsmethode beschrieben, die auch bei den vorliegenden 
Versuchen Verwendung fand. Die mikroskopische Beobachtung zeigte be- 
reits Unterschiede zwischen den einzelnen Zelltypen. Die Zellen der Aufen- 
epidermis sind zylindrisch und enthalten Anthocyan, wahrend die Zellen 
der Innenepidermis papillés sind und farblose Zellsifte besitzen. Als In- 
halisstoffe der Zellen fal- 
len vor allem Oltropfen 
auf, die oft schaumartig 
dem Kern anliegen. Der 
Zellkern besitzt in den 
Zellen der Aufenepider- 
mis im allgemeinen rund- 
liche Formen und liegt 
meist in der Mitte der 
Zelle; in den Zellen der 
Innenepidermis ist er 
meist spindelférmig und 
einer Langswand gena- 
hert. 
Plasmolyseform: 

Die Untersuchung der 
Plasmolyseform in einer 
1 mol. Traubenzucker- 
lésung brachte fiir junge 
geschlossene Bliiten fol- 
gende Ergebnisse: 














1. Aufenepidermis: 
Die Zellen der Aufenepi- 
dermis der Corollréhre 
zeigen im _ allgemeinen 
konvexe bis hdéchstens 


eckige Plasmolyseformen 
Abb. 7. Convolvoulus arvensis: II. Offene Bliite. (Abb.9). Die Zellen der 
a Basis, b Langsstreifen, c Zwischengewebe. 





Bewegungszone dagegen 
Oben: Innenepidermis. weisen ausgesprochen 
Unten: Aufenepidermis. krampfartige | Umrisse 
ihrer Protoplasten auf. 
2. Innenepidermis: Die Zellen der Innenepidermis lassen keine deut- 


lich ausgepragte Zonierung in der Ausbildung ihrer Plasmolyseform er- 
kennen. 


3. Verbindungsstiick zwischen Bartschuppe und Corollzipfel: In diesem 
Gewebeteil, der den aktiven Teil bei der Bliitenbewegung darstellt, lassen 
sich deutliche Unterschiede in der Plasmolyseform zwischen geschlossenen 
und offenen Bliiten nachweisen. Wiahrend bei geschlossenen Bliiten durch- 
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wegs konvexe Formen vorliegen, zeigen bei offenen Bliiten die Zellen dieser 
Zone krampfartige Umrisse ihrer Protoplasten (Abb. 10). 

Durch Untersuchungen an verschieden alten Bliiten lief sich zeigen, daf 
diese Unterschiede in der . 
Plasmolyseform weit- 
gehend iiberdeckt und 
beeinfluRt werden von 
dem Alter der Bliite. 

Osmotischer Wert: 
Die Bestimmung des os- 
motischen Wertes in ab- 
gestuften Traubenzucker- 
lésungen brachte die fol- 
genden Ergebnisse: So- 
wohl in der Aufen- als 
auch in der Innenepider- 
mis verlaufen osmotische 
Longitudinalgradienten. 
Wahrend in der Aufen- 
epidermis der osmotische 
Wert von der Basis zur 
Spitze zu abnimmt, steigt 
der osmotische Wert in 
der Innenepidermis von 
der Basis bis zur Zone un- 
terhalb der Bartschuppe. 
Der osmotische Wert der 
Innenepidermis liegt 
durchwegs héher als der 











Abb. 8. Convoloulus arvensis: III. Verwelkte Bliite. 
der Auftenepidermis. Das a Basis, b Liangsstreifen, c Zwischengewebe. 
fortschreitende Altern der Oben: Innenepidermis. Unten: Aufenepidermis. 
Bliite ist mit einer Ab- 
nahme des osmotischen Wertes verbunden (Tab. 10). 

Permeabilitat!: Permeabilitétsversuche mit 1 und 2mol. Glyzerin- 


und Harnstofflésungen zeig- 








Tabelie 10 ten bei Bestimmung der 
| Aufenepidermis | Innenepidermis Deplasmolysezeit deutliche 
Unterschiede zwischen 

Knospe -- | 0,59 — 0,62 0,62 — 0,59 Auften-’ und Innenepider- 
ReifeBliite | 053-056 |  0,59—0,56 dati doastalessiibiaiaaanbaaih 
Alte Blite | 047-050 | (0,58—-0,51 . 


| mit der  fortschreitenden 
Entwicklung der ‘Bliite herausbilden. Mit dem zunehmenden Alter 


1 Héfler (1936) untersuchte verschiedene Gewebe von Gentiana Sturmiana und 
fand, da& die Plasmen der Korollzellen dem Glyzerintyp angehéren. Héfler 
fiihrt diese Eigenschaft auf ein basisches Plasma zuriick. 
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der Bliite ist eine staéndige Abnahme der Permeabililtat verbunden 
(Tab. 11). 


Resistenz: Versuche iiber die Resistenz der Bliiten, die in vollkomme- 
ner Ubereinstimmung mit den Versuchen bei den iibrigen Versuchspflanzen 
durchgefiihrt wurden, konnten weder ausgesprochene Longitudinalgradien- 
ten noch deutlich ausgeprigte Unterschiede zwischen Auffen- und Innen- 
epidermis aufdecken. 


Il. Versuche mit Gentiana asclepiadea 


Uber die seismische Empfindlichkeit von Gentiana asclepiadea gehen die 
Meinungen auseinander. So berichtet Weber (1924) iiber verhaltnismafig 
rasche SchlieBbewegungen nach 
StoBreizung. Bei Abkiihlungs- 
versuchen und durch Eintauchen 
in heifes Wasser konnte We- 
ber ebenfalls einen Verschluft 
der Bliiten erzielen. Jedenfalls 
ist Gentiana asclepiadea nicht 
zu den empfindlichsten Arten 
zu zaihlen. Der anatomische 
Bau der Bliite von Gentiana 
asclepiadea zeigt Ahnlichkeit 
mit dem Bau einer 'Convol- 
vulaceenbliite. Bei den zell- 
physiologischen Untersuchun- 
gen, die bis jetzt allerdings 
mehr orientierenden Charak- 
ter besitzen, wurden daher in 
Anlehnung an die Unter- 
suchungen an Convoloulus fol- 
gende drei Gewebepartien un- 
terscheiden: 


1. Die Zellen der Lings- 
streifen der Aufenepidermis; 


2. die Zellen des Zwischen- 


gewebes der Aufenepidermis; 
































ar ‘eisai oo eae b 3. die Zellen der Innen- 
a Zellen der Corollréhre, b Zellen unterhalb epidermis. , 
des Corollzipfels. Die Ergebnisse der zellphy- 
Oben: Aufenepidermis. siologischen Untersuchungen 
Unten: Innenepidermis. waren kurz zusammengefaft 


die folgenden: 
1. Innerhalb des Blattes verlaufen osmotische Longitudinalgradienten. 
2. Die Innenseite besitzt stets einen héheren osmotischen Wert und eine 
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gréfere Durchlissigkeit als die AuRenepidermis. In der Salzresistenz be- 
stehen keine Unterschiede. 

3. Beim Offnen der Bliite erfolgt eine Abnahme der Durdchlissigkeit fiir 
Glyzerin und Harnstoff sowohl auf der Aufen- als auch auf der Innenseite. 


Zusammenfassung 


Die vorliegenden Untersuchun- 
gen setzten sich zum Ziel, mit Hilfe 
zellphysiologischer Methoden (Be- 
obachtung der Plasmolyseform, 
Bestimmung des osmotischen Wer- 
tes, Feststellung der Permeabilitat 
fiir Glyzerin und Harnstoff, Nach- 
weis der Resistenz) eine Beitrag zur 
Analyse einiger Bliitenbewegun- 
gen zu liefern. 





I. Versuche mit Crocus ver- 
nus und Tulipa Gesneriana 





Die Untersuchung der als Wachs- Abb. 10. Gentiana Sturmiana: Verbin- 
tumsbewegungen aufzufassenden  dungsstiick zwischen Corollzipfel und 
thermonastischen Bewegungen von Bartschuppe. 

Crocus und Tulipa brachten die Links: Knospe, rechts: ailtere offene Bliite. 
Ergebnisse: 

1. In den Bliitenblattern bestehen in der Epidermis Longitudinalgradien- 
ten in bezug auf die Plasmolyseform, den osmotischen Wert und die Perme- 
abilitat fiir Glyzerin und Harnstoff. 


Tabelle 11. 





Glyzerin 





1 mol. 2 mol. 





Innenepidermis; Aufenepidermis |Innenepidermis| Aufenepidermis 





Knospe ... 30 Min. 30 Min. 60 Min. 60 Min. 
Reife Bliite . 90 Min. 60 Min. 270 Min. 120 Min. 
Alte Bliite. . 150 Min. 75 Min. 2 210 Min. 








2. Die durch diese Gradienten bedingten Zonen erstrecken sich auf der 
Blattober- und -unterseite iiber verschieden weit ausgedehnte Bereiche der 
Lamina, wodurch sich physiologische Unterschiede der einander entspre- 
chenden Stellen der Blattober- und -unterseite ergeben, die im Bereich der 
Bewegungszone deutlich ausgepragt sind. 

3. Bei dem Bewegungsvorgang treten deutlich nachweisbare Verianderun- 
gen in der Plasmolyseform auf, wahrend der osmotische Wert und die 
Permeabilitiatseigenschaften der Epidermiszellen nicht wesentlich verindert 








364 G. Miickschitz 


werden. Die Anderungen in der Plasmolyseform stimmen mit den Ergeb- 
nissen Struggers (1935) iiber die Plasmolyseform von Zellen in ver- 
schiedenen Wachstumsstadien iiberein. Die Zellen reagieren auf Warmereiz 
mit in den einzelnen Zonen der Blattlamina verschieden deutlich nachweis- 
barem Streckungswachstum (Auftreten von Krampfplasmolysen in den 
Zellen, in denen vor der Einwirkung des Warmereizes konvexe Formen 
auftreten). Infolge der physiologischen Unterschiede zwischen Blattober- 
und -unterseite setzen diese Wachstumsbewegungen auf der Aufenseite 
spater ein als auf der Innenseite. 

4. Diese zellphysiologischen Verainderungen wahrend des Ablaufes der 
thermonastischen Bewegungen werden iiberdeckt von den Veranderungen, 
die mit dem natiirlichen Ablauf des Alterungsprozesses der Bliiten ver- 
bunden sind. Die nachgewiesenen Veranderungen in Plasmolyseform, im 
osmotischen Wert und der Permeabilitat decken sich mit den in der Lite- 
ratur vorliegenden Angaben iiber zellphysiologische Veranderungen beim 


Altern der Zellen (Marklund 1936). 


II. Versuche mit Convolvulus arvensis 


Die Untersuchung der Entfaltungsbewegungen der Convolvulaceen- 
bliiten, brachten folgende Ergebnisse: 


1. Die drei unterschiedenen Gewebepartien, die Basis, die Langsstreifen 
und das Zwischengewebe, lassen sich in mancher Hinsicht im Sinne der 
protoplasmatischen Pflanzenanatomie kennzeichnen; so zeigen z.B. die 
Zellen der Langsstreifen eine besonders hohe Resistenz. Auch hier ver- 
laufen in den Bliitenblattern physiologische Longitudinalgradienten. 

2. Die Epidermiszellen der Blattober- und -unterseite zeigen physiologi- 
sche Unterschiede, die sich vor allem in der Plasmolyseform und in den 
Permeabilitatseigenschaften aufern; so sind die Zellen der Innenseite star- 
ker permeabel fiir Harnstoff, die der Aufenseite starker durchlassig fiir 
Glyzerin. 

3. Der Offnungsvorgang ist mit einer Zunahme des osmotischen Wertes, 
einer ViskositaitserhGhung und einer Permeabilitatsverringerung besonders 
auf der Innenseite verbunden. Orientierende Beobachtungen iiber den 
Starkegehalt der Zellen fiihrten zu der Annahme, daf der Einflu& der 
Warme auf den Offnungsvorgang mit dem Kohlehydratstoffwechsel in Zu- 
sammenhang steht. 

4. Der Schliefvorgang laft sich als ein ahnlicher nekrobiotischer Vorgang 
auffassen wie der Vergilbungsprozef. Er ist ebenso wie der Vergilbungs- 
prozeR (Reuter 1937) von einer Abnahme des osmotischen Wertes, einer 
Viskositatserh6hung und einer Permeabilitatsverringerung begleitet. Der 
Alierungsprozeft verlauft auf der Innenseite rascher als auf der Aufenseite. 


III. Versuche mit Gentiana Sturmiana und Gentiana 
: asclepiadea 
Die anatomischen Untersuchungen der Corolle von Gentiana Sturmiana 
legten eine Unterscheidung in drei Gewebepartien nahe: 1. Aufenepidermis, 
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2. Innenepidermis, 3. Verbindungsstiick zwischen Bartschuppe und Coroll- 
zipfel. 

1. Zwischen Ober- und Unterseite bestehen physiologische Unterschiede, 
die sich im osmotischen Wert, der Plasmolyseform und der Permeabilitat 
fiir Glyzerin und Harnstoff auRern (die Auenepidermis ist starker durch- 
laissig sowohl fiir Harnstoff als auch fiir Glyzerin).. Diese Unterschiede 
kommen in den untersuchten Resistenzeigenschaften nicht zum Ausdruck. 


2. Beim Offnungsvorgang kommt es, worauf die Plasmolyseform hin- 
weist, zu einem Streckungswachstum in dem Verbindungsstiick zwischen 
Bartschuppe und Corollzipfel. 

Der anatomische Bau der Bliite von Gentiana asclepiadea, der Ahnlich- 
keit mit dem der Convolvulaceenbliite zeigt, fiihrte zur Unterscheidung von 
1. den Zellen der Langsstreifen der Aufenepidermis, 2. den Zellen des 
Zwischengewebes der Aufenepidermis und 3. den Zellen der Innenepidermis. 


1. Innerhalb des Blattes verlaufen osmotische Longitudinalgradienten. 


2. Die Innenseite besitzt stets einen héheren osmotischen Wert und 
cine gréRere Durchlassigkeit als die Aufenepidermis. In der Salzresistenz 


besteht kein Unterschied. 


3. Beim Offnen der Bliite erfolgt eine Abnahme der Durdhlassigkeit fiir 
Glyzerin und Harnstoff sowohl auf der AuRen- als auch auf der Innenseite. 

Fiir alle untersuchten Bliitenblitter konnten also physiologische Longi- 
tudinalgradienten und Unterschiede zwischen Blattober- und -unterseite 
nachgewiesen werden. Diese physiologischen Unterschiede auffern sich im 
ganzen Entwicklungsablauf, so da eine Corollflanke in ihrem natiirlichen 
Entwicklungsablauf der anderen voraneilt. Was die Bewegungen der Bliiten 
betrifft, so konnten fiir Crocus, Tulipa und Gentiana Sturmiana innerhalb 
der Zellen bestimmter Bereiche jene protoplasmatischen Veranderungen 
nachgewiesen werden, die fiir Zellen im Stadium des Streckungswachstums 
charakteristisch sind. Die SchlieRbewegungen von Convoloulus weisen in 
zellphysiologischer Hinsicht alle Merkmale eines natiirlichen nekrobioti- 
schen Vorganges auf. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden auf Anregung von Frau Doz. 
Dr. L. Reuter durchgefiihrt; von ihr ist eine kurze Zusammenfassung der 
erhaltenen Ergebnisse in dem Anzeiger der Akademie der Wissenschaften 
(Osterr. Akad. d. Wiss. 1950, I) veréffentlicht worden. Herrn Prof. 
K. Héfler méchte ich auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung eines 
Arbeitsplatzes und das rege Interesse, das er meinen Untersuchungen ent- 
gegengebracht hat, meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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Der iibermolekulare Aufbau der Cellulose 
Von 


E. Treiber 


(Aus dem Institut fiir theoretische und physikalische Chemie der Universitat Graz 
in Zusammenarbeit mit der ,,Zellwolle Lenzing AG.*) 


Mit 12 Textabbildungen 


(Dingelangt am 20. Februar 1951) 


Zweiter Teil 


Wihrend im ersten Teil des vorliegenden Sammelreferates [1] im wesent- 
lichen nur der Bau des Cellulosemolekiils und der Micelle zur Sprache kam, 
soll es Aufgabe dieses Teiles sein, den Feinbau der Fasern bzw. Zellwande 
in den Vordergrund der Betrachtung zu stellen und somit den iibermicel- 
laren Aufbau der Celluloseablagerungen, angefangen von der Dimension 
der makroskopischen bzw. lichtmikroskopischen Zelle bis herab zum sub- 
mikroskopischen Baustein, der Micelle zu beschreiben. 

In Hinblick auf die technische Bedeutung gewisser Samenhaare, Bast- 
fasern etc. als Textilrohstoffe sowie der ,,Holzfasern™ fiir die Zellstofferzeu- 
gung, sollen diese ,,Cellulosetrager“ in den Vordergrund der Darstellung 
geriickt werden. Dies erscheint um so berechtigter, als gerade jene aus 
obigen Griinden eine eingehendere wissenschaftliche Behandlung erfahren 
haben. 

Jener Baustein der Pflanze, der die Synthese der Cellulose vollbringt, 
ist — wie eingangs erwahnt — die Zelle. Von den Hauptbestandteilen — 
Zellwand, Protoplasma und Zellkern — interessiert uns hier nur der erstere, 
die Zellwand oder -Membran, die die Zellen deutlich voneinander abgrenzt 
und einen Cellulosemantel darstellt. 

Die Wandsubstanzen sind im wesentlichen: Cellulose, celluloseaihnliche 
Kohlehydrate (Hemicellulosen oder Holzpolyosen) und Lignin neben klei- 
neren Mengen von fett-wachsartigen Kérpern, Eiweiff und Phosphatiden. 

Einschaltend sei bemerkt, daf& der Begriff Cellulose keineswegs stets ein- 
deutig sein muf. Der Chemiker versteht unter Cellulose nur héhere Poly- 

merisate von (monomeren) anhydrischen Glukoseresten, praktisch gesehen im 

wesentlichen jene, die der Techniker als a-Cellulose (DP > 200) kennzeichnet 

bzw. naherungsweise jene Cellulose, die vielfach ,Cross und Bevan- 

Cellulose“ benannt wird und die noch mehr oder minder reichlichhe Mengen 

Hemicellulose (darunter versteht man allgemein f- und y-Cellulose und nicht- 
cellulosige Kohlehydrate) enthalt. Der Botaniker faft den Begriff Cellulose 
weniger eng und versteht darunter im allgemeinen Cross- und Bevan-Cellulose, 
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bezieht gelegentlich aber auch die gesamte Hemicellulose (Holzpolyosen) ein, 
versteht unter Cellulose dann also das, was man mit Holocellulose (Skelett- 
substanzen) zu bezeichnen pflegt (Ritter). 


Bereits bei den héheren Algen begegnen wir verschieden geformten Zel- 
len, die Teilaufgaben zu erfiillen haben und sich zu Geweben zusammen- 
schliefien. Besonderes Interesse besitzt im Rahmen unserer Darstellung das 
mechanische Grundgewebe mit seinen stark sekundar verdickten Wanden. 
So finden sich unter dem nicht mehr streckungsfahigen mechanischen Ge- 
webe z. B. die technisch wichtigen Libriformzellen, die ,,Bastzellen des Hol- 
zes* und die prosenchymatischen Bastzellen (Sklerenchym-Fasern), die 
in ihrer Dimension andere Zellarten weit hinter sich lassen kénnen (z. B. bei 

Ramie bis 250 mm Lange. Vgl. 





Tabelle 1 (mach Kollmann). auch Tab. 2) und, biindelférmig 
vereinigt, das fiir die Textil- 
Zellform | Nadelholz | Laubholz —industrie unentbehrliche Ma- 





Tracheiden .. . . jetwa: 91 lobia: -- terial, wie Flachs, Nessel usw., 

atten os 3 | “ty 20 0/, bilden. Man spricht daher auch 

Libriformselien . . | Wea pane von textilen Bastfasern und 

Parenchymzellen . . | 1,5 %p | 13 % versteht darunter in erster Li- 

esneidtinnn 6% | 18 /, nie Flachs (Lein), Hanf, Jute 

| und Ramie (Chinagras). (Unter 

,Blattfaser“ versteht man z. B. 

Pisang (Manilahanf), Sisalagave, die Hanfpalme, den neuseelandischen 

Flachs, die Faser des Paradiesfeigenbaums, Maguey Manso, Piassaba und 
die Faser der Yukkapflanze.) 

Fiir die Zellstofferzeugung sind — neben Materialien, wie Getreide- und 
Reisstroh, Graser und ahnlichen Rohstoffen (Bambusrohr, Bagasse etc.), die 
in jiingerer Zeit wieder steigende Bedeutung erlangen — die cellulosereichen 
und mengenmiafig hervortretenden Hartholz-,,Fasern“ und die gefaiihn- 
lichen Tracheiden des Nadelholzes von besonderer Wichtigkeit (Nadel- 
holz ~91% Tracheiden; Laubholz ~ 49% Libriformfasern: z. B. Birken- 
holz ~ 66%. Vgl. Tab. 1). Sie sind im wesentlichen jene, die auch bei der 
Kochung und Bleiche praktisch intakt bleiben und an den Sieben zuriick- 
gchalten werden. 

Unter den Pflanzenhaaren ist unbestritten die Baumwolle das wichtigste; 
Baumwolle stellt die wichtigste Textilfaser der Erde dar. 


Baumwolle 


Aus diesem Grunde wie auch insbesondere aus der Tatsache heraus, daft gerade 
‘der Feinbau der Baumwolle Geg2nstand zahlreicher Arbeiten ist,'scheint es berech- 
tigt, einschaltend einige Tatsachen ins Gedichtnis zu rufen [2]. 

Die Baumwollpflanze als sehr altes Kulturgewachs kommt in vielen Arten, 
Varietiten und Bastarden vor [3]. Davon sind baum- und strauchartige Varie- 
titen qualitativ besser als krautige. 

Im Handel werden zwei Hauptarten unterschieden: die indische und die ame- 
rikanischhe Baumwolle. Zur ersteren gehért z. B. die kurzstappelige Baumwolle 
Gossypium herbaceum L. Zur zweiten die kurzfaserige Uplandbaumwolle (Gossy- 
pium hirsutum L.) und die durch besondere Linge und Giite ausgezeichnete Sea- 
Island-Baumwolle (Gossypium barbadense L.). Weitere wichtige Sorten sind noch 
Nankingbaumwolle (Gossypium religiosum Auct.) und Gossypium peruvianum Cav. 
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Die Baumwollfaser ist ein einzelliges, von der Oberhaut des Baumwollsamens 
— genauet von der Epidermis der etwa 300—400 4 dicken Samenschale: — aus- 
gehendes Haar [4] (vgl. Abb. 1). Es ist eine gestaltlihhe Abwandlung einer Epi- 
dermiszelle. Das Haar besteht aus einem verholzten Fuf, dem Basisteil, dem 
Mittelteil und der Spitze (Abb. 1). Die grote Breite liegt hinter der Mitte gegen 
den Fuft zu. So findet man z. B. bei einem 2,5cem langen Haar von Gossypium 
herbaceum die Basisbreite zu 16,8 , den gréRten Durchmesser zu 21,0 “. Die Spitze 
ist abgerundet, verdickt oder kegelférmig. Der Querschnitt ist nur stellenweise 
zylindrisch, die allgemeine Form ist 
2ine mehr oder minder breitgedriickte. 
Die Samen sind wahrend des Wachs- 
tums mit kurzen Stielen an der (in- 
neren) Mittelsiule der ovalen Samen- 
kapsel befestigt. 

Die _ eigentlihe Baumwollfaser 
(Langhaar) enthalt gereift bis zu 95% 
reine Cellulose. Die Lange kann von 
1,03 bis 4,05 cm variieren; der maxi- 
male Durchmesser von 11,9—42 u. Die 





Mehrzahl der langen Haare liegt am a "SB 
breiten Ende des eiférmigen Samens. 
Auf der Samenoberfliche kann sich Abb. 1. 


noch ein Haarfilz befinden; am 
spitzen Samenende sitzen die fett- 
reicheren, mit einer schwach ent- 
wickelten Kutikula versehenen Bart- ss Baumwollhaar, 
haare. Haarfilz und Barthaare wer- b Epidermis, 
den zusammen als Grundwolle (Lin- c Pigmentschicht, 
ters) bezeichnet, die eine Linge bis d Kristallschicht, 
zu einigen Millimetern  erreichen e Pallisadenzellen. 
kann. In der geernteten Baumwolle 8B Baumwollhaar. 


A Oberteil der 300—400 4 dicken Samen- 
schale von Gossypium herbaceum. 


— die Kapseln werden im Stadium a Fuf, 

der Reife, d. i. etwa 30—90 Tage nach b Mittelstiick, 

der Bliite gesammelt — finden wir c Spitze. 

noch unreife Haare sowie tote Haare 

als pathologisches Produkt. C Querschnitt durch das Baumwollhaar. 
Bei den einzelligen Pflanzen- a Kutikula, 

haaren, wie z. B. Baumwolle, wird b Primarwand, 

die Mittellamelle bzw. Mittelschicht c Sekundarwand, 

(siche Seite 373) durch die Kutikula d Lumen. 


ersetzt. Sie ist an reifen Baumwoll- 

haaren deutlichh erkennbar [5] und bewirkt die .,Seidigkeit“ der Faser und 
ihre Unbenetzbarkeit; die Dicke ist geringer als 0,14. Durch den _ tech- 
nischen BleichprozeR wird die Kutikula gréftenteils zerstért. Ein Querschnitt 
durch ein Baumwollhaar zeigt Kutikula, Primairwand, eine Sekundérwand von 
groBer Machtigkeit (ein bis zwei Drittel des Durchmessers), die durchaus den Bast- 
fasern vergleichbar (mit Ausnahme der noch stirker entwickelten Flachszellwand) 
und lamellar gebaut ist, und das Lumen (Abb. 1c und 3c). Das Lumen der Zelle 
wird durch das Austrocknen an der Luft leer, die Faser fallt zusammen und dreht 
sich korkzieherartig um sich selbst. Dadurch haften die Fasern bei der Garnerzeugung 
gut aneinander. 


Protoplasma, Bd. XL/2. 24 
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(Von den Baumwollgewiachsen [Bombacaceae] sei erwihnt der Kapok- 
oder Wollbaum, der die Kapokfaser oder Ceibawolle liefert, und der malabarische 
Wollbaum [Silk-Cotton].) 





Abb. 2. 


& 


Querschnitt durch eine Flachsfaser nach Herzog. 

Querschnitt durch eine Holzfaser nach I. W. Bailey. Auf dem Bild sind die 

konzentrischen Lagen der Cellulose in der verdickten Sekundérwand (hell) zu 

sehen. Die auferen, dunklen Partien enthalten Lignin. 

ce Querschnitt durch Fichtenholz nach Bucher (Mittellamelle durch Bisulfit an- 
gegriffen). 

d Nadelholzzellen aus dem Verband gelést (Natl. Bur. Standards). 

Hartholzzellen aus dem Verband gelist (Natl. Bur. Standards). 


> 


a) 


Speziell von Fasern sprechen wir also dann, wenn dieselben mehr oder 
minder leicht von den iibrigen Pflanzenteilen abgetrennt werden kénnen, 
wobei ihnen besonderes Interesse von technischer Seite zukommt, wenn sie 
unmodifiziert einer direkten textilen Verwertung zugefiihrt werden kénnen. 
Durch verschiedene Anforderungen (Reiffestigkeit, Lange, Dauerhaftigkeit, 
Farbe usw.) wird aus der grofen Zahl nativer Fasern eigentlich eine kleine 
Gruppe — die in der obigen Einleitung grofteils bereits kurz charakterisiert 
wurde — herausgegriffen, die man, wie im vorangehenden angedeutet, in 
vier Untergruppen unterteilen kann (R. F. Nickerson [6]): 
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Samenhaare (z. B. Baumwolle und Linters, Kapok [Ceibawolle]). 

Bastfasern. (Sie finden sich im Bast [Phloem] der Pflanze und unterscheiden 
sich von den iibrigen Pflanzenzellen durch betrichtliche Linge und erhebliche Wand- 
verdickung. Im Gegensatz zu Baumwolle wird z. B. die Flachs- und Jutefaser aus 
mehreren kleinen linglichen Bastzellen gebildet [siehe Abb. 2 a]. Beispiele: Flachs, 
Hanf, Sunnhanf, Jute, Ramie, Nessel, Kenaf.) 

Blattfasern (kommen in langen, schwertéhnlichen Blattern als vielzellige 
Fasern vor. Z. B. Sisal, Manilahanf, Neuseelandischer Flachs, Phormium). 

Holz-,,.Fasern’. (Kleine Zellen bis zu etwa 3mm Linge, mehr oder minder 
mit Nichtcellulosesubstanzen verkittet [z. B. durch die weitgehend aus Lignin be- 
stehende Mittellamelle] und mit Lignin und ligninahnlichen Substanzen sowie 
Pentosanen durchsetzt [Abb. 2b bis e].) 


Tab. 2. Ungefihre Gréfe einiger wichtiger Fasern und Zellen [6]. 





Faserlinge | Faserdurch-| Zellenlange | Zelldurch- 


Faser: ter i i i i 
Untergruppe| “in mm | messerinp | in mm_ | messer inp 





Baumwolle | Samenhaar 15— 56 12— 25 | 15 — 56 12— 25 
Flachs. . .| Bastfaser 200—1400 40— 620 4 — 66 12— 76 
Jute... .| Bastfaser | 1500—3600 30— 140 08 — 5 10— 25 
Hanf .. .| Bastfaser | 1000—3000 _ 5 — 55 16— 50 
Ramie. . .| Bastfaser 100—1800 60—9040 | 60 —250 16—126 
Manilahanf | Blattfaser | 1800—3600 12— 280 3 — 12 12— 46 
Sisal .. .| Blattfaser 750—1200 | 100— 460 15— 4 16— 32 
Holz .. .| ,Holzfaser“ —- -—- 0,14— 5 variabel 




















Die Struktur der Zellfaserwand 


Bei der Betrachtung eines allgemeinen Querschnitis durch die letzte 
Fasereinheit, durch die Zelle innerhalb eines Zellverbandes, kénnen wir die 
Primir- oder Mittelschicht, die Sekundarwand und das Zellumen 
(Zentralkanal, der in der lebenden Zelle mit Protoplasma gefiillt, in der 
toten Zelle hohl ist mit Ausnahme ausgetrockneter Protoplasmariickstinde ') 
unterscheiden [7, 8, 9] (siehe Abb. 2b, c und Abb. 3a; vgl. ferner Abb. 8). 

Die Terminologie der verschiedenen Strukturelemente ist in der Literatur 
keineswegs einheitlich und unmiftversténdlichh. Am zweckmafRigsten ist die Ein- 
teilung von Kerr und Bailey [10], der sich auch weitestgehend Frey-Wyss- 
ling anschlieft. 


Die Entstehung und Natur der Mittelschicht 


Fiir die Entstehung der Mittellamelle und der genetisch eng damit ver- 
kniipften Primaérwand — die als cellulosehaltig fiir uns hier von Interesse 
ist — miissen wir den Vorgang der Zellteilung im Zellverband kurz be- 
trachten. 


1 Namentlich in den grofen Zellen der Schlauchalgen, auch in Pollenschlauchen, 
weitlumigen Wurzelhaaren und ahnlichen Objekten ist nicht selten zu beobachten, 
wie einzelne Teile des Protoplasmas, groRe und kleine Stiicke des Wandbelags oder 
des das Zellenlumen durchziehenden Balkensystems oder streckenweise die gesamte 
plasmatische Zellenfiillung erhairten und daf dabei eine zellwandartige Substanz 
aus dem Protoplasma hervorgeht (cellulosige Degeneration). 





24* 
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Wodurch die Zellteilung induziert wird, ist unklar. Gurwitsch [11] z. B. 
schreibt sie einer mitogenetischen Strahlung zu, andere einem Wachstumshormon 
(Meristine), andere wieder Wachstumsreizen, wie sie durch organische Sauren bzw. 
p,,-Anderungen ausgelést werden sollen [12]. Bei dieser Teilung wird nach Frey- 
W yssling [7,13] Cellulose neben anderen Zellwandsubstanzen, wie Protopektin 
usw., submikroskopisch in dem Phragmoplast (dem System der Kernspindel) vor- 


Abb. 3. 


a Schematischer Querschnitt durch 
eine Zelle. 
p Primirwand } Mittelschicht 
m Mittellamelle : ; 
s Sekundiarwand mit 
t Tertiarwelle, 
1 Lumen. 


b Langsschnitt durch eine Zelle aus 
SE einem Zellverband. 
y m Mittellamelle, 

p Primaérwand, 

s Sekundarwand, 
t Tertiarlamelle, 

1 Lumen. 
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c Schematischer Ausschnitt aus einem 
Baumwollhaar. 
a Kutikula mit Primarwand, 
b Tagesring mit Sekundirwand 
(vgl. Abb. 7 b). 























gebildet und von dort in der zweiten 
Entwicklungsstufe, maskiert mit Pek- 
tinsubstanzen und Wachs auf die 
Mittellamelle, dem Produkt der Zell- 
platte, abgelagert. 

Betrachtet man niéher z. B. an Zel- 
len der Staubfaidenhaare von Tra- 
descantia virginica in vivo die Zellteilung, so beobachtet man in der Mitte der Spin- 
del, die die Tochierkerne verbindet, eine .,Zellplatte“, hervorgegangen aus Trépfchen 
[14, 15], die eine Braunsche Bewegung zeigen, als Anfangsstadium der neuen Quer- 
wand. Diese freischwebende, isotrope, kérnige Platte, die zunachst nur eine Pektin- 
reaktion gibt, vergréRert sich innerhalb weniger Stunden zentrifugal und erreicht 
schlieBlich die Membran der Mutterzelle. In dem Augenblick liegen zwei Zellen vor. 
Diese Mittellamelle ist ein isotropes interzellulares Kittmaterial und wird nun auf 
beiden Seiten von einer Primaérwand umgeben. Diese wird aus dem Phragmoplast, 
den beiden anliegenden Spindelfasersystemen, gebildet, welches Cellulose, gemischt 
mit Protopektinen, sofort an diese Mittellamelle ablagert. Mittellamelle und 
Primarwand bilden die Mittelschi cht. 

Nach Becker und Belar [16] soll die Zellplatte in zwei diinne Haute spaltbar, 
also paarig angelegt sein und nach Priestley [17] primar aus Eiweifkérpern 
gebildet werden, aus denen sich dann die Pektine bilden. In der zweiten Ent- 
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wicklungsstufe wird — wie bereits erwaihnt — Cellulose bzw. die diinne anisotrope 
Primérwand an diese abgelagert. 

Nach den Untersuchungen von Bailey und Sharp [18] wird die Zellplatte nicht 
von den plasmatischen Faserziigen der Spindel gebildet, sondern sie entwickelt 
sich unabhingig davon. 

Uber die chemische Natur der Mittellamelle ist wenig bekannt [19]; sie gibt eine 
Pektinreaktion und im fortgeschrittenen Alter ist amorphes Lignin (wahrschein- 
lich aus dem Pektin entstanden [20]), durchtrinkt mit Hemicellulosen nachweisbar. 
Die Mittellamelle wird als erstes Wandgebilde von der Ligninifizierung betroffen 
und bleibt der ligninreichste Teil. Nach Liidtke [21] soll Ligninbildung iiberhaupt 
nur auf diese beschrinkt bleiben. Hingegen findet Jayme [22] auch in der Se- 
kundérwand von Buchenholzfasern eine, wenngleich uneinheitliche Verteilung von 
Lignin. Nach Bailey und Kerr enthalten auch andere primare und sekundiire 
Zellwande Lignin. Einen auffallend hohen Ligningehalt in inneren Schichten fin- 
den Preston und Singh an Bambusfasern. Jedoch wird die Mittellamelle iiber- 
cinstimmend als cellulosefrei angenommen. Diese ligninische, isotrope Mittel- 
lamelle wird auch beim Aufschlu& der Holzfaser am raschesten angegriffen. Ge- 
wisse Quellungserscheinungen sowie die Tatsache, daf auch weitgehend auf- 
geschlossene Schnitte zusammenhalten, sprechen jedoch dafiir, da die Mittel- 
lamelle nicht aus reinem Lignin bestehen diirfte, sondern da noch weitere nicht- 
ligninische Substanzen am Aufbau beteiligt sind [23,24] (Interzellularsubstanz). 


Bei einzelligen Pflanzenhaaren fehlt die Mittellamelle. Zum Schutz wird die 
Kutikula gebildet, die nach Ansicht einiger Autoren beim Baumwollhaar als 
definierte Schicht auf d2r Primarwand aufsitzt (vgl. Abb. 3c), im Gegensatz zu den 
meisten Beobachtungen an kutinisierten Zellen, wo Wachse und Pektine mehr 
oder minder vollstiéndig und undifferenziert die Primarwand durchsetzen. Es 
wiirde also hier praktisch die beim Hautgewebe meist vorhandene Kutikularschicht 
(Wisselingh) fehlen. Die isotrope Kutikula soll aus reinem amorphen Kutin 
(Wachssubstanzen) bestehen. (Eine tatsachlich cellulosefreie Kutikula konnten Legg 
und Wheeler an der Agave beobachten.) Die iibermikroskopische Aufnahme einer 
Baumwollkutikula [25] (15 000fach) zeigte nur das Vorliegen eines feinen struktur- 
losen Hautchens. Dischendorfer [26] will allerdings an der Baumwollkutikula 
in der Langsrichtung der Faser eine zarte feinkérnige Streifung becbachtet haben. 
(Uber angebliche Querelemente wie Kutikulargiirtel oder Manschetten siehe Kugel- 
quellung.) Hinsichtlich weiterer Einzelheiten vgl. Abschn.: ,,Primarwand* (S. 374, 378). 


Man neigt zur Annahme, daf die Kutikula in fliissigem Zustand ausgeschieden 
wird und an der Oberfliche, vermutlich durch den Einflu® von Sauerstoff und 
Licht, polymerisiert. Hienach wiirden Kutinsauren im niederpolymeren Zustand 
gelést durch die Wand hindurchwandern, und es ware nicht ausgeschlossen, daft 
auch diese Substanzen gleichfalls vom Protoplasma gebildet werden. 


Dem hochmolekularen Membranstoff Kutin muf ein ahnliches Polymerisations- 
schema wie den Etholiden zugrunde liegen. Es sind raumlich vernetzte Poly- 
merisate mit Ester- und Atherbriicken. Kutin absorbiert iibrigens UV-Licht und 
verhalt sich als hochpolymeres Geriistanion. 

(Komplizierter ist die submikroskopische Struktur einer Kutikularschicht. Es 
gilt hier die submikroskopische Anordnung der Membranstoffe der Kutikular- 
schicht: Kutin bzw. Kutinwachse, Cellulose und Pektinstoffe aufzukliren. Frey- 
W yssling [7] gibt ein Modell: Wir haben hydrophile Lamellen, die aus Cellulose 
und Pektinen bestehen, und Schichten aus radial angeordneten Wachsmolekiilen. 
Dazwischen ist ein unorientiertes Kutingitter eingebaut, wobei es wahrscheinlich 
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ist, da® die hydrophilen Gruppen des Kutins [— OH, — COOH] der Cellulose, die 
hydrophoben [— CHs] den Wachsen zugekehrt sind. Siehe auch S. 376.) 


Die Primarwand 


Der Primarwand kommt als auRerster Abschluf der isolierten individuel- 
len Zelle in Hinblick auf das Verhalten derselben gegeniiber ihrer Um- 
gebung, insbesondere gegeniiber einwirkenden Agenzien, eine besondere Be- 
deutung zu. Sie widersteht auch weitaus am langsten dem Angriff aller 
Aufschluf- und Bleichmittel. Selbst Kupferoxydammoniak (Cuoxam) lést 
sie verhiltnismaig langsam. Sie quillt auch nur wenig und wird weder 
nennenswert gedehnt noch schrumpft sie z. B. durch Delignieren. Hingegen 
quillt unter dem Einflu& von Alkali die Sekundar- 
wand stark auf, so daft — durch die Behinderung 
der freien Quellung nach aufen durch die Primiar- 
wand — das Lumen stark verkleinert wird und 
der Faserquerschnitt rundliche Formen annimmt. 
Diese pralle Fiillung der Faser mit gequollener 
Cellulose tritt noch deutlicher hervor, wenn man 
die aufgeschlossene Faser in Kupferoxydammoniak 
nachquilli. Die Primarwand wird durch den Quel- 
lungsdruck der Sekundaérwand ausgerundet und 
es kommt zum Erscheinungsbild der Kugelquellung 
(siehe Abb. 4). 


Fiir die Erscheinung einer nicht einheitlicien Quel- 
lung und fiir die Tatsache, daf die kugelférmigen Auf- 
quellungen in mehr oder minder regelméfigen Abstin- 
den auftreten, wird von Liidtke die Existenz von 
Querelementen angenommen (vgl. Abb. 8). Bei der 
Baumwolle z. B. soll in bestimmten Abstinden die Kuti- 
kula an die Primaérwand angewachsen sein (Kutikular- 
Abb. 4. Beispiel einer  giirtel). Das Vorhandensein solcher Querelemente 

Kugelquellung nach scheint jedoch durch neuere Untersuchungen widerlegt 

Bucher. zu sein. Den Effekt fiihrt Wergin [27] auf ein ring- 

formiges Zusammenschieben der teilweise aufgeplatzten 

Kutikula zuriick. Gestiitzt wird diese Ansicht durch einen Modellversuch mit einer 

kiinstlichen Kutikula an oberflachlichen esterifizierten Cellulosespinnfasern (Stearin- 

siureanhydrid). Dieselbe kann sich beim Quellen von der Faser abheben und legt 
sich dann in Ringe und Spiralen um diese (Schneider (28)). 





Es wird allgemein angenommen, daf in allen pflanzlichen Fasern die 
Primarwand als ein hinsichtlich ihres physikalischen Verhaltens, vielleicht 
auch chemischen Charakters, deutlich von der Sekundirwand differenziertes 
Gebilde sich abhebt (vgl. Wardrop, Seite 4). Ihre Anisotropie ist durch- 
wegs gering. Sie ist praktisch nicht spaltbar, und, wenn Risse entstehen, 
bilden sie sich quer zur Faserrichtung aus [29]. 

Eine mikroskopische Beobachtung der Primarwand ist an jugendlichen 
Zellquerschnitien leicht; bei Ginsterfasern z. B. ist dieselbe sogar sehr krif- 
tig entwickelt. Schwieriger wird die Untersuchung im ilteren Stadium, wo 
sie durch die sekundire Wandverdickung iiberdeckt ist. So wird z.B. beim 
Baumwollhaar etwa ab dem 16. Tag, an dem anscheinend das Wachstum 
der Sekundarwand beginnt, die Primarwandstruktur durch die Sekundir- 
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schicht so verdeckt, daft Einzelheiten nur sehr schwer zu beobachten sind [30]. 
Bei den meisten verholzten Geweben kann sie nur an sehr diinnen Schnitten 
und haufig erst nach 
Mazeration beobachtet 
werden [23]. 
Untersuchen wir 
die Primarwand einer 
jungen, _ teilungsfahi- 
gen Zelle (meristema- 
tische Primarwand) 
mikrochemisch, so kén- 
nen wir keine Cellu- 
lose nachweisen [31]. 
Réntgenographische 
Aufnahmen von Gun- 
dermann, Wergin 
und Hess [32] an der 
in Streckung befind- 
lichen Zelle von Avena 
Coleoptiles nach Ent- 
fernung der Epidermis 
zeigten die Faser- 
periode der Cellulose. 
Daf nur die Basis- 
ebenen zur Reflexion 
kommen, wird damit 
erklart, daB die Cellu- 
losefaserchen aus einer 
zu geringen Anzahl 
von Cellulosemicellen 
bestehen. Nachdem 
Frey-Wyssling 
und Mitarbeiter zeigen 
konnten, da aller 
Wahrscheinlichkeit 
nach Mikrofibrillen von 
praktisch derselben Di- 
mension (etwa 200 bis 
300 A) Sekundar- und 
Primarwand auf- 
bauen, kénnte_ die 
Flauheit der Réntgen- 
diagramme auch auf 
einer Verschiedenheit 
in der Kristallinitat be- 
ruhen ee Wyss- 
ling [33]). Diese Auf- , a 
fassung w os durch eine réntgenoptische Waheniessdlbeate von Wardrop [33a] 
gestiitzt, der im Gegensatz zu den Micelldimensionen der Sekundérwand in 
der Primarwand (Pinus sylvestris, Avena coleoptiles) eine Micellbreite von 
~18A und nach der Entfernung der Pectine und anderer Wandsubstanzen 


Bakteriencellulose (Miihlethaler). 


ra 


b Wachsende Primaérwand aus der Maiskoleoptile (Frey-Wyssling). 


a Elektronenmikroskopische Aufnahme der Primérwand eines 15 Tage alten Baumwollhaares 


(Eisenhut und Kuhn). 


Abb. 5. 
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eine solche von ~ 26A findet. Dieser Effekt weist auf eine Kristallisations- 


UU 





4 
Abb. 6a. Schema der 
Primarwand nach F re y- 
Wyssling. 


1 Submikroskopisches 
Strukturschema der meri- 
stematischen Primir- 
wand von prosenchyma- 
tischen Zellen. Cellulose- 
geriist, eingebettet in 
Pektin und Wadhs. 

2 Micellares Cellulose- 
geriist, idealisiert als 
Rautennetz. 

3 Intussuszeptionswachs- 
tum: nach Lésung der 
Haftpunkte schieben sich 
neue Cellulosefiden 


4 Maskierung der Cellu- 
losefaden durch kristal- 
lines Wachs (wu0m)- 


behinderung hin sowie auf die Méglichkeit eines 
..Nachkristallisierens“ nach der Entfernung dieser 
Stoffe. Die Frey-Wysslingschen Mikrofibrillen 
der Primirwand sind somit auf alle Fille super- 
micellare Einheiten (vgl. auch Seite 392 und Fuf- 
note). Hessler und Mitarbeiter [33b] finden 
auch im DP-Grad Unterschiede; fiir die Primir- 
wand von Baumwolle finden diese den Wert 5940, 
in der Sekundirwand hingegen 10650 (vgl. auch 
Teil I, Seite 167). Wenngleich auch die meriste- 
matische unverdickte Primarwand nur wenig Cel- 
lulose enthalt, so bilden doch die Celluloseketten 
bereits ein zusammenhiangendes feines Gerippe [7]. 
Die Cellulosefibrillen sind in den Primarwanden 
nach einer ,,Streuungstextur~ angeordnet, im all- 
gemeinen mit einer Betonung der Richtung quer 
zur Faserachse (Réhrentextur nach Frey- 
Wyssling). Von Preston [33c] wurden licht- 
und réntgenoptisch die Endzellen des Cambiums 
der Koniferen untersucht (Primarwande) mit dem 
Ergebnis, daft die Textur dieser wachsenden Zellen 
tatsiichlich etwa der Réhrentextur Frey-Wyss- 
lings entspricht. Die Fibrillen schwanken um 
einen Winkel zwischen 74 und 90° mit der Faser- 
achse, liegen also betont quer zu. dieser (vgl. 
Abb. 6a, Fig.1). Ubermikroskopische Aufnahmen 
an Primarwanden - (Flachsfaser, Wurzelmeristem 
eines Maiskeimlings, Baumwolle und andere) konn- 
ten ein richtiges Geflecht sichtbar machen (Abb. 
5b); eine solche Verwebung von Fibrillen erklart, 
warum die Primarwande im Gegensatz zu den 
Sekundirwanden kaum spalten und nicht in fei- 
nere Lamellen zerlegt werden kénnen. Nach F rey- 
Wyssling [33] kann ein solches Flechtwerk nur 
zustande kommen, wenn alle Fibrillen im wand- 
standigen Cytoplasma gleichzeitig entstehen, wo- 
bei die Textur im Plasma vorbestimmt sein muf 
oder wenn die Fibrillen ein Spitzenwachstum auf- 
weisen (im letzten Falle kénnten sie als ,,Schuf“ 


zwischen bereits vorhandenen, dem Zettel vergleichbaren Fibrillen eingezogen 
werden). In den Maschen des zarten, netzartigen Cellulosegeriistes liegen die 
von Hess und Mitarbeitern [34] naher beschriebenen, kristallinen Pflanzen- 
wachseinlagerungen; kurze Wachsketten, die Réntgeninterferenzen entspre- 
chend einer Periode von 60 und 83 A ergeben. Da die Wachse extrem hydro- 
phob, die Celluloseketten dagegen sehr hydrophil sind, kénnen sich beide 
Membranstoffe nicht direkt beriihren. Als Zwischensubstanz werden teils 
Polypeptidketten, teils Pektine angenommen. Die Anwesenheit bzw. die 
Maskierung der Cellulose mit Pektin und Wachs (nach Hess und Mitarbei- 
ter durch die ,,Substanz X“ [35]) ist auch der Grund, warum in den Primar- 
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wanden Cellulose mikrochemisch nicht unmittelbar nachweisbar ist. Jedoch 
ist die Cellulose durch ihre Doppelbrechung zu erkennen, nachdem derartige 
Pektine iiberhaupt keine Doppelbrechung zeigen und auch die fetten Wachse 
(kurze Ketten vom Typus C,Hon+; CO-O-C,,H om41; n und m zwischen 24 
und 33) in den Radialschnitten ihre Doppelbrechung vermissen lassen [36]. 
Bei der Baumwolle la&t sich die Matrize von Wachs und Pektin, in der das 
Cellulosenetzwerk eingebettet ist, durch eine geeignete Behandlung weg- 
lésen, so dai das Celluloseskelett zuriickbleibt. Ein solches zusammenhin- 
gendes Gebilde aus verwobenen Micellbiindeln konnte auch Elvers im 
Elektronenmikroskop nachweisen [37]. Auch Aufnahmen zwischen gekreuz- 
ten Nicols an unreifer Baumwollfaser zeigen eine netzihnliche Struktur. 
Die folgende Zellstreckung oder das Streckungswachstum, jene Wachs- 
tumsperiode, waihrend der die meristematischen Zellen ihre Langen in kur- 
zer Zeit vervielfachen, bevor sie in den Dauerzustand iibergehen, geht nun 
keineswegs auf eine passive Dehnung durch die Spannung des lebenden 
Inhalts durch Wasseraufnahme zuriick. Ein elastisches Nachgeben ist nur als 
erster Schritt anzunehmen. Welche Leistungen die einzelnen Pflanzen wah- 
rend dieses Streckungswachstums vollbringen, zeigen einige Zahlen: so 
wichst die Koleoptile von Avena sativa um 3,7 cm pro Tag und die Roggen- 
filamente um 2.5mm in der Minute. Es wird nach Frey-Wyssling und 
Mitarbeiter [38] vielmehr das Flechtwerk lokal gelockert (Miihletha- 
ler [39]) und neu entstandene Cellulosemikrofibrillen schieben sich ein. Die 
,.Erweichung” der Wand, die Texturauflockerung, wird indirekt hormonal 
durch Wuchsstoffe geregelt- Nach der Intussuszeption wird die Plastifizie- 
rung, zum Teil auch Auflésung gewisser Wandpartien, riickgangig gemacht 
und die Membran verfestigt sich, worauf sich neue, plastifizierte Felder aus- 
hilden. Die Membran wachst also nicht als Ganzes, sondern mosaikartig in 
die Flache, wodurch sich bisher schwer erklarbare lokale Wachstumserschei- 
nungen verstehen lassen [33]. Schon vor den iiberzeugenden elektronen- 
mikroskopischen Aufnahmen von Miihlethaler hat Frey-Wyssling 
(1936) ein nunmehr weitgehend verifiziertes Schema des Flachenwachstums 
primarer Zellwande gegeben: Bei dem Intussuszeptionsvorgang werden — 
nachdem sich der Charakter der Doppelbrechung nicht andert — die sicher- 
lich festen Haftpunkte eines netzférmigen Cellulosegeriistes (Abb. 6a, 
Fig. 1) — welches man schematisch als Rautennetz idealisieren kénnte 
(Abb. 6a, Fig. 2) — gelést [40], so da eine Erweichung der Primarwand ein- 
tritt. Durch diese stark aufgelockerte plastifizierte Textur kann durch den 
Turgordruck die Flaiche nunmehr vergréfert werden, worauf sich neue 
Tiiden einziehen (Abb. 6a, Fig. 3). Die vornehmlich quer verlaufenden 
Fibrillen behindern als Hauptvalenzketien eine stirkere Querdehnung 
(nachdem ein Aufspalten der Hauptvalenzbindungen senkrecht zur Faser- 
lange nicht anzunehmen ist) [36], wodurch sich die als Streckungswachstum 
gekennzeichnete langsgerichtete Flachenvergréferung ergibt (z.B. Roggen- 
staubfaden vor der Zellstreckung: Linge 3,1 mm, Dicke 112 4; nach der Zell- 
streckung: Linge 15mm, Dicke 103 4; die Wurzelenden von Triticum vul- 
gare verlangern sich um das 20fache, die Epidermiszellen der Haferkoleop- 
tilen um das 150fache und das Baumwollsamenhaar innerhalb 15 Tagen 
um das rund 1000fache). Nach der Intussuszeption werden die Haftkrafte 
an den Beriihrungspunkten wieder verstarkt und die Membran verfestigt 
sich. Die Haftkrafte werden als Dipolkraifte von der Art der Sekundar- 
oder Restvalenzen aufgefaft. Ihre Starke ist abhangig von der Hydratisie- 
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rung der heteropolaren Gruppen, und das beim Wachstumsprozef geschil- 
derte Lésen und Wiederverfestigen scheint eine Folge des jeweiligen Hydra- 
tetionszustandes zu sein [41]. 

Die Membran stellt ihr Flachenwachstum ein, wenn die auReren und die 
im Plasma liegenden Bedingungen die erforderlichen Voraussetzungen nicht 
mehr erfiillen. Es ware auch denk- 
bar, daf die Struktur der Wand sich 
soweit verandert hat, da eine wei- 
tere Neueinlagerung von Wand- 
teilen nicht mehr méglich ist bzw. 
intermicellare Einlagerungen von 
Lignin etc. den weiteren Einbau von 
Cellulosemicellen hemmt. 

Ein etwas abweichendes Modell 
entwickelten Hess, Wergin und 
Kiessig [34] (Abb.6b). Demzufolge 
Abb. 6b. Schema der Primérwand nach besteht die Prim&rwand aus einer 
gittermaRig geordneten Wachsphase, 






ht 

















Hess, Wergin und Kiessig (Quer- 


schnitt und Tangentialschnitt). in der Cellulosebalken, umhiillt von 
a Wachs, einer Phosphatidschicht eingebettet 
b Celluloseketten + Pektin, sind. Weiters finden sich Spalt- 
c Spaltéffnung, riume in der Wachsschicht. In den 
d Plasmagrenzschicht, einzelnen Cellulosebalken ist die 
e Phosphatidschicht. Cellulose im unbehandelten Zustand 


gitterungeordnet, da_ eingelagertes 

Pektin die Kristallisation stért. Aus 
diesem Grund zeigt auch unbehandelte Cellulose in der Primarwand keine 
Interferenzen. 

Die Primarwand der Baumwolle ist etwa< 0,5 dick und enthilit 
auBer Cellulose noch Pektine (Polygalacturonséuren in Verbindung mit 
i-Arabinose und d-Galactose) und Wadhse (Kutin; vgl. die Seiten 373, 374). 
Sie fiihrt in der neueren Literatur die Bezeichnung Kutikula (cuticle) [42]. 
Ob eine definierte a4ufere Wachsschicht existiert, die auf der Primarwand 
aufsitzt und in diesem Falle streng als ,,.Kutikula“ zu bezeichnen wire, wie 
bei der Agave, ist umstritten. 

Lediglich diese Primarwand ist wahrend der ersten 15 bis 20 Tage des 
Langenwachstums vorhanden, dann erst wird die Sekundairwand an der 
Innenseite niedergelegt unter Verkleinerung des Zellumens. 

Die Primiarwand besteht ebenfalls aus einem Netzwerk aus Cellulose, das 
ieilweise als Ubereinanderlagerung von drei flachgingigen Spiralsystemen 
(Anderson, Kerr, Hock, Ramsay, Harris [43, 44]) aufgefaBt wurde. 
Nachdem jedoch nie eine Aufspaltung in drei Lamellen beobachtet werden 
konnte, ist wohl — auch auf Grund elektronenmikroskopischer Aufnahmen 
(Elvers) — mit Sicherheit anzunehmen, daf die unter verschiedenen Vor- 
zugsrichtungen verlaufenden Cellulosestrange zu einem Gewebe verwoben 
sind. 

Analoge Beobachtungen wurden auch an Flachsfasern gemacht [45]. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen ein Gewebe von Mikro- 
fibrillen. Auch hier sind nicht alle Richtungen gleichmafig mit Fibrillen 
belegt, sondern es gibt zwei sich etwa senkrecht iiberkreuzende Haupt- 
richtungen. Ahnliche Verhiltnisse finden sich bei anderen Primarwianden. 














Die Sekundir- 
wand 

Die Sekundérwand 
verdankt ihr Entste- 
hen dem Dickenwachs- 
tum. Die Frage, ob 
das Dickenwachstum 
ein Appositions- oder 

Intussuszeptions- 
wachstum ist, scheint 
wohl zugunsten der 
ersten Auffassung, d. 
h. einer Ablagerung 
von der Plasmaseite 
her, entschieden zu 
sein. (Wiehler [46] 
fiihrte auch das Dik- 
kenwachstum auf In- 
tussuszeption zuriick, 
nachdem das Dicken- 
wachstum zwischen 
Primarwand und In- 
nenhaut ___[Tertiarla- 
melle] erfolgen soll, 
von der Dippel fest- 
stellte, daft sie eher 
erscheint als die sekun- 
dare Verdickungs- 
schicht.) 

Die reiche Produk- 
tion von Cellulose in 
der Sekundarschicht 
muB nicht immer 6ko- 
logische Bedeutung im 
Sinne einer Festigung 
der Organe (Stein- 
zellenmintel, Skleren- 
chymbiindel, Kollen- 
chymstringe, Bewe- 
gungsgewebe) __ besit- 
zen: vielfach ist diese 
Produktion ein Zeichen 
des Alterns. Die Cel- 
lulose spielt dann die 
Rolle eines Exkretes, 
mit dessen Bildung 
Leistungs- und Bewe- 
gungsfahigkeit gemin- 
dert werden und das 
Protoplasma sich vél- 
lig verausgaben kann. 
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Abb. 7. 
a Sekundirwand von Baumwolle (oben eine Verschiebungsfigur) (Frey-Wyssling), 


haar nach T. Kerr, 


b Querschnitt durch ein Baumwoll 
c Zellwand der Alge Valonia nach 





Preston u. Mitarbeiter. 
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Die Cellulose wird in der Sekundérwand in Form paralleler sublicht- 
mikroskopischer Strange, den Fibrillen, in Form einer Faser- bzw. faser- 
ahnlichen Textur niedergelegt, wobei Schichten bzw. Lamellen gebildet 
werden. Vielfach wird noch eine feinere Unterteilung der Sekundairwand 
in duRere oder AuRenschicht, Mittel- oder Zentralschicht und 
Innenschicht (=Tertiarlamelle) getroffen. In den Schichten bezw. 
Lamellen, deren es meist viele gibt (Baumwolle etwa 
20 bis 30; vgl. Abb. 7b), umlaufen die zueinander par- 
allel gelagerten Fibrillen (vgl. Abb. 7a) in verschiede- 
nen Spiralwinkeln [47] die Faser, wobei verschiedene 
Schichten oftmals verschiedene Schraubendrehung 
zeigen. 

Eine derartige Heterogenitét in bezug auf die 
Orientierung der Celluloseketten wurde schon friih 
von Reimers und Steinbrinck ausgesprochen und 
konnte in der Folgezeit sowohl durch lichtmikro- 
skopische, elektronenmikroskopische sowie polarisa- 
tionsoptische und réntgenoptische Methoden bewiesen 
werden. Somit ergibt sich als allgemeines Modell einer 
Sekundérwand, dafi zueinander annahernd parallel 
und dicht gelagerte Fibrillen, in konzentrischen La- 
mellen angeordnet, in verschiedenen Spiralwinkeln 
die Faser umlaufen. Im allgemeinen zeigen die inneren 
Schichten steilere Umginge, die auferen flachere. 

Aus verschiedenen Untersuchungen [49, 50] geht 
hervor, dafi jede Lamelle aus einer einlagigen Anein- 








Abb. 8. anderreihung von Fibrillen besteht. So gibt z. B. Kerr 
Faseraufbau die Breite einer Lamelle im gequollenen Zustand mit 
nach Liidtke. 0,3 bis 0,4 u an, das wiirde auf eine ungequollene Dicke 
p Primirwand, von 0,2 bis 0,25 uw schliefen lassen, denselben Wert, den 
s lamellierte Se- Wergin fiir den Durchmesser einer Fibrille angibt. 
kundarwand, Viele Beobachtungen machen den Eindruck, daft par- 
t Tertiarlamelle, allele Micellstrange bzw. Fibrillen zunachst Bander 
| Lumen, bilden, die dann erst schraubig um die Faserlangsachse 
f Fibrillen, gewickelt sind, ahnlich wie eine Gamasche [51]. 
h Hautsystem, Uber das Zustandekommen von Lamellen gibt 
q Querelemente. van Iterson [52] ein mechanistisches Modell: Die 


submikroskopische Struktur wird durch die Stré- 
mungsrichtung des Protoplasmas bedingt, das Appositionsschichten ge- 
richtet niederlegt. In der Tat kann man z. B. bei der Bildung von Gefafen 
beobachten, wie Plasmastréme kreisen und Ringe oder Spangen anlegen. 
Kreuzweise Schichtung wie z. B. in der Zellwand der Alge Valonia sei so 
zu erklaren, daft das Protoplasma nach Niederlage einer Schicht gezwungen 
werde, seine Strémungsrichtung um etwa 90° zu andern (vgl. auch J. R. 


Baker [48]). 


Von Interesse in diesem Zusammenhang ist eine Beobachtung von 
J. Sen und B. K. Banerjee [52a] an Pinus longifolia, da die Cellulose- 
orientierung durch enzymatische Hydrolyse (z. B. durch den Pilz Lenzites 
striata) verandert werden kann. Auch aufere Einfliisse, wie starker Druck 
(Preston) kénnen eine Anderung in der Orientierung bewirken. 
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Zwischen den Lamellen wird von einigen Forschern eine substantielle 
Trennschicht vermutet; nach Liidtke, Hess, Kerr u. a. Teile eines so- 
genannten Fremdhautsystems bzw. eine hydrophile Zementsubstanz von 
Pektincharakter (Abb.8). Von Frey-Wyssling wird jedoch die Existenz 
solcher Hautsysteme mit Entschiedenheit in Abrede gestellt. Nach Bai- 
ley [53] kénnen Schwankungen in der chemischen Zusammensetzung oder 
wechselnde Porositat diese Lamellierung verursachen. 


Nach Wieler [53a], einem. Vertreter der Fremdhauttheorie, baut sich die 
Sekundaérwand wie folgt auf: ,,Die Bausteine der verdickten Membran sind kleine, 
mehr oder minder wiirfelartige Hohlkérper, deren Inhalt mit einer anderen Sub- 
stanz erfiillt ist als die, aus' der die Hiille besteht. Sie lagern sich zu Reihen und 
Schichten zusammen und es entsteht so die nach Nageli aus wasserirmeren und 
wasserreicheren Schichten bestehende Lamellierung der Zellwand. Die wasser- 
reicheren Schichten sind der Inhalt der Bausteine, die durch radiale Winde von- 
cinander getrennt sind, waihrend die wasserirmeren Schichten die tangentialen 
Wiande der Waben sind.“ 


Besonders eingehend ist die Struktur der Sekundairwand der Baum- 
wolle untersucht. Balls [54] und Kerr [49] zeigten, da die Sekundiar- 
wand aus etwa 20 bis 30 Lamellen besteht, die Balls als Tageswachstums- 
ringe deutet- Genauere Beobachtung zeigte eine Differenzierung in eine 
kompakte Tageszone und eine porése Nachtzone, so, wie der Jahresring der 
Baume sich aus Friihjahrsholz und Herbstholz zusammensetzt. Als Beweis 
fiir diese Anschauung kénnen die Wachstumsversuche von Anderson, 
Kerr und Morey [55] gelten, die bei konstanter Belichtung, Feuchtigkeit 
und Temperatur durchgefiihrt wurden. Die so erhaltenen Baumwollfasern 
zeigen in der Sekundaérwand keine Wachstumsringe. Réntgenuntersuchun- 
gen lieferten keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein kristalliner Be- 
reiche, so daft solche Cellulose als amorph angesehen werden muf; sie zeigt 
jedoch eine hohe Plastizitat. Erst beim Strecken der Faser wird das Ma- 
terial kristallin, ebenso beim Behandeln mit unpolaren Liésungsmit- 
teln [56]. Im Gegensatz dazu stehen ahnliche Versuche bei konstanter 
Belichtung von Barrows [57], denenzufolge unabhingig von den Ver- 
suchsbedingungen (auch bei konstanter Belichtung) Lamellen von etwa 
1 uw Dicke entstehen. Der Befund bzw. die Annahme, daft durch den Einfluf 
von Wassermolekiilen die parallelen Molekiilketten nicht kristallisieren 
kénnen (Berkeley und Kerr; Treitel) wirft die Frage auf, ob die Fein- 
struktur frischer, pflanzlicher Gewebe identisch ist mit der vorwiegend 
trocken untersuchter Gewebeteile. Zur Klarung dieser Frage untersuchten 
Preston, Wardrop und Nicolai [57a] frische, nasse Faden der Alge 
Rhizoclonium und das‘ Cambialgewebe von Pinus sylvestris. In beiden 
Fallen konnten in den sehr stérenden ,, Wasserhéfen“ einwandfrei Cellulose- 
rontgeninterferenzen erkannt werden, die beziiglich ihrer Lage (Orien- 
tierung) mit den klaren Réntgendiagrammen an den trockenen Proben iiber- 
einstimmten. (Daf die Aufnahme nasser, hochgequollener Cellulose zufolge 
der geringen .,Cellulosemasse* im R6ntgenstrahl und der erheblichen 
Wasserstreuung schwierig ist, lange Belichtung erfordert und zu schlechi 
auswertbaren Diagrammen fiihrt, konnte auch in eigenen Versuchen an 
frischer, hochgequollener Regeneratcellulose wiederholt beobachtet werden.) 

Von Franz [58] wurde die 150—2004 dicke Sekundirwand der Kletterhaare 
des Hopfens untersucht. Innerhalb von 24 Stunden sollen hier bis zu 7 Lamellen 
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angelegt werden. In diesem Falle kann es sich nicht um Assimilationseffekte, 
d. h. um die Tagesschwankungen im Kohlehydratgehalt handeln. sondern um 
Wachstumsrythmen anderer Art. Als solche wurden z. B. u. a. Ermiidungs- 
erscheinungen geltend gemacht. 


Ob sich Fibrillen in beiden Ringzonen befinden, ist ungeklart. Die Fi- 
brillen sind nun schraubenartig angeordnet, und zwar so, daf der Win- 
dungssinn von Lamelle zu Lamelle wechselt. Aber auch innerhalb der ein- 
zelnen Lamellen selbst werden Umkehrungen beobachtet. Nach Hock, 
Ramsey und Harris [44] tritt an jeder Umkehrstelle in allen Lagen der 
Sekundirwand eine korrespondierende Umkehr, aber in entgegengesetzter 
Richtung, auf. Es wurde auch versucht, eine Relation aufzustellen zwi- 
schen der Spiralrichtung und der Tordierung der Baumwollfaser. 

Der mittlere Steigungswinkel wird aus réntgenoptischen Daten zu 57/2, 
d. i. <.30° gefunden. Wie Abb. 9 (nach Sisson) zeigt, besteht ein Zu- 
sammenhang zwischen der Fibrillenorientierung und der ,,Sichellange“ im 
Rénigendiagramm. Es darf allerdings nicht iibersehen werden, daf das 
iibliche Rénigendiagramm die durchschnittliche Orientierung durch etwa 
einen Millimeter eines Schnittes von vielen tausend Fibrillen darstellt. 


Eine weitere Méglichkeit zur Bestimmung des Schraubungswinkels zwischen 
Micelle und Faserachse beschreibt Hey n [59]. Nach dieser Methode ist der Winkel 
der sich iiberschneidenden Streulinien der Réntgenkleinwinkelstreuung der doppelte 
Winkel zwischen den Kristalliten und der Faserachse. Heyn erhielt fiir die Kokos- 
faser 45°, bei einigen Agaven 18—35°, bei Sanseviera guinensis ~ 10°. 

Einen rohen Anhaltspunkt iiber die Fibrillenorientierung im allgemeinen gibt 
eine Methode von Treitel [60], der Schnitte in fliissiger Luft einfriert und im ge- 
frorenen Zustand zerschlagt. An Blattstengeln von Nymphaea gladstonia erhdlt man 
so irregulare Bruchstiicke, woraus der Autor schlieBt, da® die Cellulose weitgehend 
amorph vorliegt oder ein unorientiertes Netzwerk bildet, ahnlich einem isotropen 
Hydratcellulosefaden. Teile eines verholzten Zweiges von Salix babyionia liefer- 
ten hingegen faserige Splitter. 


Nach anderen Angaben findet sich in der Baumwolle ein mehr axial und 
ein tangential orientiertes Fibrillensystem. Die Annahme steht keineswegs im 
Widerspruch zu den Réntgendaten, da diese Krisiallitlagen zwischen 0 und 
30° zulassen. Rollins [30] z. B. findet unter der ersten Sekundarlamelle 
keine spiralige Struktur; die Fibrillen verlaufen mehr oder minder parallel 
zur Faserachse. 

Anderson und Kerr [43] beobachteten in der Aufenschicht eine dicke 
Fibrillenspirale mit einem Steigungswinkel von etwa 20 bis 30°. Diese 
erste Lage der Sekundairwand“, wie sie benannt wurde, kénnte nach den 
Autoren schlieflich auch als innerste Schicht der Primarwand angesprochen 
werden, da sie sich vollstandig beim Strecken oder Quellen von der Sekun- 
darschicht ablést und bei der reifen Faser von der Primarwand nur mit 
grofen Schwierigkeiten abgetrennt werden kann. Sie scheint identisch zu 
sein mit der gréberen ,,Spiralschicht® von Hock, Ramsay und Harris. 


Die Ramiefaser zeigt zufolge kraftigerer Strukturausbildung viele 
charakteristische Erscheinungen besser. Man sieht sehr deutlich die spiralige 
Anordnung der Fibrillen in den aufersten Wandschichten. Die Fibrillar- 
reihen sind ziemlich achsenparallel geordnet; der mittlere Neigungswinkel 
der Schraubung mit der Langsachse ist kleiner als 12°. 

Ahnliche Bilder ergeben sich bei Hanf, Flachs [30, 61] und Jute [62]. 
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Im ersten Fall ist der mittlere Steigungswinkel ~ 2°, beim Flachs ~ 12°. 
(Charakteristisch fiir Hanffasern ist die periodische Folge von Querstreifen, 
Verschiebungen und knotenférmigen Auftreibungen-) Die Struktur solcher 
Bastfasern scheint aus gleichsinnig geschraubten Bandern aufgebaut zu 
werden. (Ausgesprochene Faserstruktur wurde am Wollgras gefunden; hin- 
gegen stehen in einem bestimmten Teil des Stengels der Jerichorose die Kri- 
stallite fast senkrecht zur Wachstumsrichtung, d. h. die Fibrillen verlaufen 
in diuRerst flach liegenden Spiralen [63].) Chakrabarti und Nodder [63a] 
nehmen fiir die Fibrillen in der Jutefaser eine Z-Zwirnung, bei der Flachs- 
faser hingegen eine S-Zwirnung an. 








Abb. 9. Vergleich zwischen Réntgendiagramm und Fibrillenorientierung nach 
Sisson (links: Réntgendiagramm reifer Baumwollfaser, rechts: dieselbe schwach ge- 
quollen zur Sichtbarmachung der Fibrillenstruktur). 


Auf Grund der Neigungswinkel kann man die Bastfasern in drei Grup- 
pen einteilen: ,,Hanf“-Faser-, ,,Nessel“-Faser- und _ ,,Flachs“-Fasergruppe 
(Reimers). Davon besitzen die Fasern der Flachsgruppe gegeniiber denen 
der beiden anderen den komplizierteren Bau der Sekundarwand (vgl. A. J. 
Turner [63b]). Dementsprechend findet Ullrich [64] in der Sekundar- 
membran von Asclepias und Apocynum drei Schichten, in denen die Fi- 
brillen rechtslaufige und linkslaufige Schraubung besitzen; die Struktur der 
inneren dritten Schicht ist noch unklar. 

In einer neueren Untersuchung von Preston und Singh [65] wurde 
die Feinstruktur verschiedener Bambusfasern eingehend untersucht. 
Auch hier findet sich eine viellagige Sekundaérwand. In der diinnen AuRen- 
schicht liegen die Fibrillen mit einem Steigungswinkel von etwa 35°. In 
den inneren Lagen der folgenden Mittelschicht nimmt der Winkel von 20° 
bis auf 10° ab. Diese Lagen sind durch dickere Fibrillen mit einem Spiral- 
winkel von 5 bis 6° getrennt. Diese Durchschnittswerte der Winkel variieren 
(wie bei der Baumwolle, Sisal und den Tracheiden) mit der Zellange, und 
zwar so, daft langere Zellen steilere Spiralen besitzen. An Sisalfasern 
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wurde eine diinne aiufere Schicht von Fibrillen gefunden, die anders orien- 
tiert ist als die Hauptmasse in der Zellwand [65 a]. 

Das Mark von Clematis zeigt eine spiralige Streifung von 45—50° [63]. 

Die auRerlich glatten, feinen und gleichmaRigen Fasern von Weizen- 
stroh zeigen einen relativ stark axial orientierten Fibrillarbau. Das Bau- 
prinzip der Faser diirfte ahnlich dem der Holzfasern sein [23]. 

Besonderes technisches Interesse beansprucht der Feinbau der Skleren- 
chymfasern des Holzes. Auch fiir die Holzfasern konnte ein lamellarer 
Bau der Sekundirwand nachgewiesen werden (siehe Abb. 2b). Um die 
mangelhafte Druckfestigkeit der Fasertextur aufzuheben, wird die Holzfaser 
stark mit Lignin inkrustiert, so dafi sich verholzte Zellwande wie armierter 
Beton verhalten, wobei — im Sinne des Frey-Wysslingschen Modells — 
die Fibrillen die zugfesten Stabe und das Lignin das druckfeste Fiill- 
material vorstellen. Wie im Elektronenmikroskop gezeigt werden konnte, 
werden erst durch das Herauslisen der inkrustierenden Substanzen die 
Fibrillen frei und geschmeidig. 

Haas [66], der den morphologischen und chemischen Aufbau einer 
Reihe von Holzfasern (Aspe, Buche, Fichte) untersuchte, kommt zu dem 
Ergebnis, daff die Aufenschicht der Sekundirwand aus Holzpolyosen be- 
steht. Die Mittelschicht hat lamellaren Bau [67] und besteht aus Fi- 
brillen. (Das Auftreten von Querspaltflachen wird einer Querspirale zu- 
geschrieben. Vgl. S. 388.) Vielfach verlaufen die Fibrillen der auferen bzw. 
inneren Schicht in flachen Spiralen, wahrend in der mittleren die Fasern 
in steilen Spiralen in der Faserlangsrichtung angeordnet sind [68]. Nach 
einigen Forschern sind die Schraubungsrichtungen gegensinnig (vgl. auch 
Bucher [23]). Jaccard und Frey [68] fiihren die Uberkreuzung auf 
den Fibrillenverlauf der hinteren Wand zuriick. An aufgeschnittenen 
Tracheiden wurden folgende Spiralwinkel vermessen: Pinus nigra ~ 42—50", 
Pseudotsuga Douglasii ~ 50°. An Picea excelsa konnte gezeigt werden, daft 
langsam wachsendes Holz steilere Spiralen (~ 58°) als rasch wachsendes 
(~ 70°) zeigt. Nach Freudenberg [69] soll jede Schicht eine etwas ver- 
schiedene Orientierung des Fibrillenlaufes besitzen; auch Bailey und 
Berkley finden, daft die Orientierung in den Koniferentracheiden von 
Schicht zu Schicht schwankt. 

Nach den Untersuchungen von Bailey und Vestal, Wardrop und 
Preston sowie Preston [70] bestehen die Nadelholztracheiden aus drei 
Schichten, und zwar einer auferen sowie inneren Schicht steiler gewundener 
Fibrillen mehr oder minder parallel zur Faserachse und einer Mittel- oder 
Zentralschicht flacherer Schraubung. 

Die aufere und die Mittelschicht wurde von Preston und Wardrop 
[70a] an Pinus radiata und Pseudotsuga douglasii in Abhangigkeit von der 
Zellainge (bzw. des Jahresringes) der Tracheide eingehender untersucht. Es 
konnte eine empirische Beziehung zwischen der Lange L und dem Cotangens 
des Spiralwinkels © gefunden werden. An Zellen des 10. Jahresringes wur- 
den z. B. in beiden Schichten folgende Fibrillenorientierungen gemessen: 
Pinus radiata: Aufenschicht 64°, Zentralschicht 20°; Pseudotsuga douglasii: 
AuBenschicht 47°, Mittelschicht ~ 20°. 

Die Mittelschicht der Nadelhélzer enthalt Lignin, welches sich auf der 
Aufenseite der Fibrillen befindet, wihrend die Mittelschicht der Laubhélzer 
ligninfrei ist bzw. wesentlich geringere Mengen enthalt (Haas). 
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Dolmetsch [71] schreibt iiber den Bau der Fichtenholzzelle: nach der 
Beendigung des Wachstums entstehen ligninreiche Kantenverdickungen in 
Form von Lingsleisten und die Ringwiilste der Hoftiipfel werden aufgesetzt. 
Gleichzeitig erfolgt an der Innenseite der Primirwand die Ablagerung der 
duBeren Sekundarschicht von Fibrillenbiindeln, die mit einem Winkel von 
etwa 30—40° zur Faser ansteigen. Bei der Spatholztracheide folgt nach einer 
flachgiingigen Aufenspirale bald die Ausbildung eines zweiten, flachgingi- 
gen Spiralsystems mit 15 bis 35 konzentrischen Tagesschichten. Zwischen 
diesen Tagesringen sollen Pentosane abgelagert werden. Bailey beobachtete 
auBer den konzentrischen Tagesringen noch eine radiale Differenzierung, 
die durch Unterschiede in der Porositat des Fibrillargefiiges erklairt wird. 
In der Friihholztracheide ist nur die steile Fibrillenschicht ausgebildet. 

Bucher und Widerkehr [23] konnten an Fichtentracheiden zwei 
Systeme gegensinnig gewundener Fibrillenverbande beobachten, wobei 
festgestellt werden konnte, da die Fibrillenbiindel am Faserende um- 
kehren und in die Faser zuriicklaufen. Die Schraubung der Fibrillen in 
den aufeinanderfolgenden Lamellen ist gleichsinnig. Die Umkehrung ist 
abgestuft, wodurch die Verjiingung der Faser zustande kommt. Flach- 
schraubige Schichten konnten im Gegensatz zu Dolmetsch, Ritter, 
Chidester u. a. nicht beobachtet werden. 

Nach Schramek umlauft in der Fichtenfaser ein Fibrillenband einen 
Kern geradeliegender Fibrillen. Daf von den Fasern bei geeigneter Be- 
handlung sich zunichst Bander abwickeln lassen, in denen parallel die 
Fibrillen liegen, konnte verschiedentlich beobachtet werden. 

Von hohem wissenschaftlichem Interesse sind die Zellenwande der Griin- 
algen Valonia, Halicystis und Cladophora (Astbury, Preston, Nicolai 
u. a.). Erstere sind blasenahnliche Zellen, die in einigen Fallen einen 
Durchmesser bis zu 2 bzw. 3cm erreichen kénnen. 

Die Cellulosekristallite liegen hier so, da® alle Kristallachsen zueinander 
parallel sind, d. h. es liegt eine natiirliche hshere Orientierung vor [72]. Die 
Kristallite zweier Membranen, die auferordentlich diinn und an der Grenze 
der Sichtbarkeit sind, kreuzen sich unter einem Winkel von 60—80°. Die 
Richtung der Micellen bzw. der ,,Faserachsen“ derselben ist in den jeweils 
iibernachsten Schichten gleich. Diese regelmafige Schichtung (30 bis 40 La- 
gen), die ein gitterférmiges Muster ergibt, wird fiir die ganze Dicke inner- 
halb grofer Bereiche der Zellwand ausgebildet gefunden [73]. Die Netzebe- 
nen mit einem Netzebenenabstand von 5,9 A (A,) liegen samtlich tangential 
zur Lamellenoberfliche, jene mit dem Netzebenenabstand ~5,4 A (A,) ra- 
dial (vgl. Teil I). Auch neuere elektronenmikroskopische Studien [74] zeigen 
Fibrillen unbestimmter Lange mit einem Durchmesser von ~ 300A. Die 
Fibrillenanordnung in benachbarten Lamellen verlauft unter einem Winkel, 
der zu etwa 80° gefunden wurde (Abb. 7c). Die Cellulose in den Fibrillen 
besitzt eine hohe Dichte und ein hohes Maf von Kristallinitat (>71%). 
(Uber die Cellulosen der Meeresalgen siehe Percival und Ross [74 al.) 

Fiir die Zellstoffkochung sind schlieflich noch eine Reihe struktureller Dis- 
kontinuitaten von Interesse, wie Quer- und Schrigspalten, ring- und schrauben- 
formige Wandverdickungen und insbesondere Poren und Offnungen in der Wand. 

Die an den Tracheiden einiger Nadelhélzer sowie Gefaifen verschiedener Laub- 
holzer (z. B. Linde) beobachtbaren ring- oder schraubenférmigen Wandverstarkungen 
— die beim Auflésen des Zellstoffs als resistentere Partien oft isoliert zu beobachten 

Protoplasma, Bd. xL/2. 25 
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sind — zeigen starke Doppelbrechung und scheinen sehr dichte Strukturelemente 
zu sein. 

Die Faserwandung kann ferner durch Poren und Tiipfel unterbrochen sein. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen konnten zeigen, wie die TiipfelschlieRhaut 
von zahlreichhen Léchern durchbrochen ist. Die Porenplatte ist aus den gleichen 
Fibrillen wie die iibrige Wand aufgebaut. Die Umgrenzung des Porenfeldes erfolgt 
durch tangential angeordnete Fibrillen. Durch die sichtbar gemachten Poren kom- 
munizieren benachbarte Protoplasten mittels Plasmodesmen. 

Welche Rolle die Tiipfel bei der Sulfitkochung spielen, zeigt der Aufschluf der 
Kiefer. Nach Untersuchungen von Kol] mann befinden sich die die Tiipfel bilden- 
den Organe im Splint- und Kernholz der Kiefer in einer anderen Zustandsform. Im 
Kernholz sind die Tiipfel durch den Torus fest verschlossen, wihrend die Tiipfel im 
Splintholz geéffnet sind. Es wird hiedurch verstandlich, daf sich Splint- und Kern- 
holz bei der Kiefer beim Holzaufschlu& auch anders verhalten miissen. 


Die Tertiarlamelle 


Die Innenschicht der Sekundarwand tritt vielfach als charakteristischer 
Strukturbestandteil hervor, so dafi sie, obwohl zur Sekundiarwand gehirig, 
zweckmafig fiir sich beschrieben und als Tertiairlamelle bezeichnet wird. 

Sie stellt als AbschluRwand gegen das Lumen gewissermafen das mor- 
phologische Gegenstiick zur Primarwand dar. Nach den Beobachtungen von 
Dippel ist sie auch nicht als letzte Appositionsschicht aufzufassen, nachdem 
die Tertiairlamelle schon zu einem friiheren Zeitpunkt beobachtbar sein soll. 
Nachdem sie sehr fein entwickelt ist, entgeht sie leicht der Beobachtung 
und hat auch hierin eine gewisse Ahnlichkeit mit der Primiarhaut. 

Nachdem die Lamelle gegen Cuoxam ziemlich widerstandsfihig ist, lést 
sie sich z. B. an delignierten Fichtenholzquerschnitten von der Sekundar- 
wand. Man findet sie je nach Art der Zelle als feine Bander oder als Schlauch 
im Inneren der gequollenen Faser. Wahrend die Tertiirlamelle nach einigen 
Untersuchungen auch aus mehreren Lamellen bestehen und Cellulose- 
fibrillen in irgendwelchen Schraubungen enthalten soll, stellt sie nach an- 
deren Arbeiten ein feines, geschlossenes Hautchen dar, welches anscheinend 
weder aus Lignin noch méglicherweise aus Cellulose zu bestehen scheint. 
Nach Haas [66] gehen diese Substanzen bei der Hydrolyse und Acety- 
lierung in schwer lésliche Verbindungen von der Art der Zuckerhumine 
iiber. 

Nach Kiinemund [75] soll die Tertiirlamelle xylematischer Zellen aus 
Sprossen von Salix alba aus einem Mosaik viereckiger Patten bestehen. 


Der Bau der Cellulosefibrillen 


An einem reichen Untersuchungsmaterial konnte im vorigen Abschnitte 
gezeigt werden, daff die Zellwande aus Cellulosefibrillen aufgebaut wer- 
den, die zu verschiedenen Texturen angeordnet sind. Die Fibrille ist somit 
eine ausgepragte, charakteristische Struktureinheit (Sisson). Die Fibrillen 
sind gemaft verschiedenen Angaben auf Grund lichtmikroskopischer Unter- 
suchungen 0,1 bis 1,44 dick und von unbestimmier Lange. Abgesehen von 
den verschiedenen Dickenangaben unabhangiger Beobachter scheint die 
Existenz gréberer und feinerer Fibrillen sehr wahrscheinlich. Die fibril- 
laren Aufspaltungen der Schichten und Lamellen kénnen im Lichtmikro- 
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skop nahe der Grenze der Auflésung nach der Mahlung (Abb. 10) oder 
Quellung beobachtet werden. 

Daf die Fibrille als Struktureinheit uns entgegentritt, wird ule mit 
der Existenz differenzierender Haute in Zusammenhang gebracht. 

Schon bei der Frage nach der Ursache der Lamellenbildung wurde er- 
wahnt, daB eine Reihe von Forschern die Auffassung vertritt, da die La- 
mellen durch eine sehr leicht quellbare Haut, wahrscheinlich von Pektin- 
charakter *, voneinander getrennt bzw. durch eine Kittsubstanz miteinander 
verkittet sind. Aber auch jede Fibrille soll durch ein solches Fremdhaut- 
system umhiillt sein, dessen Dicke jedoch kleiner ist, so daf bei der Quellung 
die Lamellen stairker aufspalten als die einzelnen Fibrillen untereinander. 
Von anderen Forschern wird die Existenz dieser mit derselben Entschieden- 
heit in Abrede gestellt. Die Differenzierung soll auf Schwankungen in der 
chemischen Zusammensetzung, auf eine Po- 
rositét oder auf unterschiedlichen Wasser- 
gehalt beruhen. Eine Differenzierung und 
zugleich Zusammenhalt zwischen den Fi- 
brillen soll durch Hemicellulose bewirkt 
werden, also gewissermaften durch Unter- 
schiede in Kettenlange, Ordnungszustand 
und Fremdgruppengehalt. Auch Frey- 
Wyssling lehnt auf das entschiedenste die 
Existenz eines solchen Fremdhautsystems 
ab und vertrat mit Miihlethaler [76] lan- 
gere Zeit hindurch die Auffassung, daf 
mdéglicherweise streng individualisierte bzw. 
definierte natiirliche Bauelemente, wie Fi- 
brillen, Mikrofibrillen, Micellarstrange etc., 
in der Zellwand nicht differenziert vor- 
gebildet sind, sondern daft diese bereits als 
Zerfallsprodukte einer zusammenhingen- 
den micellaren Struktur bei der Praparat- 
herstellung aufzufassen seien. Gestiitzt 
schien die Auffassung einerseits durch die 
Tatsache, daf auch Kunstfasern mit steigen- 
der Orientierung immer besser in fibrillare 
Teilchen aufspalten, andererseits durch den Umstand, daf im Elektronen- 
mikroskop alle Ubergainge vom feinsten Micellarstrang bis zur Fibrille 
sichtbar sind. Das Lichtmikroskop zeigt auf der anderen Seite vereinzelt 
sogar wieder gréfere Konglomerate, wie Fibrillenbander, Makrofibrillen 
u. a., so daB Eléd folgende Einteilung traf: Makrofibrillen (Durchmesser 
15 bis 25 ), Spindelstellen (5) und Fibrillen (0,4 bis 0,8 4). Barnes und 
Burton [77] konnten schlieflich noch darlegen, dai eine Vielzahl ,,charak- 
teristischer“ Einzelheiten von Fibrillen, Cellulosepartikeln etc., die auf 
Mikroaufnahmen gezeigt werden, Beugungseffekte und mechanische Effekte 
(Artefakie) darstellen. 

Neben solchen Langsunterteilungen, wie sie durch mechanische Behandlung, durch 
Quellungsvorginge etc. auftreten, werden auch — wie bereits erwahnt — die durch 





Abb. 10. Aufspaltung gemahle- 
ner Fasern und Fibrillen nach 
Bucher. 


? Dabei sollen Spuren von Kalzium eine Rolle spielen. Flachs z. B. zerfallt bei 
der Entfernung des Kalziums nach Behandlung mit Oxalaten. 


a 
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Siiurehydrolyse etc. entstehenden Querunterteilungen in Analogie als Zerfall in 
,,vorgebildete Bauelemente“ gedeutet, die ahnlich durch Fremdhiute, Kittsubstan- 
zen ete. differenziert sein sollen. Solche vorgebildete Teilchen werden von Wiesner 
(etwa 0,5 « lange Bruchstiicke, die ,.Dermatosomen“), Wergin (Teilchen von 0,2 bis 
0,25 « Lange bei der Quellung in Cuoxam) und Farr und Eckerson (Cellulose- 
partikeln ~ 1 X 1,5 ~) angenommen (vgl. Teil I). Auch Franz, Miiller und Schie- 
bold [78] nehmen eine Querunterteilung in Dermatosomen an, die jedoch mit kri- 
stallinen Bereichen gleichgesetzt werden. Die Verbindung in der Langsachse soll 
durch zwischenmolekulare Krafte gleichgerichteter Ketten erfolgen. Die Gréfe der 
,.Dermatosomen* wird in Zusammenhang gebracht mit der GroéRenordnung der 
Wirmewellen bei 29°C und die Ausbildung von Mikrokristallen mit der Tendenz, 
bei méglichst tiefer potentieller Energie eine méglichst hohe Entropie zu besitzen. 

Ahnlich diskutiert Haller (78a) die Bildung von ,,.Dermatosomen“ bei der Saure- 
einwirkung; Haller findet dieselben eingebettet in einer gallertartigen Substanz, 
die der Zellulose sehr nahe steht und als chemisch modifizierte Kittsubstanz auf- 
gefaft wird. 

Nach Dolmetsch [71] soll die Querunterteilung durch Spiralbinder, die eine 
Struktureigentiimlichkeit der gesamten Faser darstellen (und die in diinne Spiral- 
blatter unterteilt werden kénnen), verursacht werden (Querspirale). Das Auftreten 
von Querspiral-Spaltflichen kann nach Haas [66] bedingt sein entweder durch Ein- 
lagerung rascher hydrolysierender Verbindungen zwischen den Gingen der Quer- 
spirale bzw. Spiralblatter oder durch schneller spaltende Bindungen (Lockerstellen) 
im Cellulosemolekiil. Auch Liidtke (siehe Abb. 8) nimmt die Existenz von spe- 
ziellen Querelementen an, die sich durch die gesamte Faser erstrecken. 

Die GréBe der Farrschen Cellulosepartikeln, die mit einer nichtkristallinen 
Substanz bedeckt sein sollen und die am jungen, wachsenden Baumwollhaar beob- 
achtet wurden, 1aBt sich am schwersten unter Beriicksichtigung der iibrigen Makro- 
molekiil- und Zellwanddimensionen interpretieren. Preston wies auf die Schwie- 
rigkeit hin, Teilchen von etwa 1,1 Durchmesser in Fibrillen anzunehmen, deren 
seitliche Dimension wie bei der Baumwolle nur 0,4 oder weniger betragt. Der 
TF arrsche Cellulosekeim wiirde nahh Bailey und Kerr mehr Platz einnehmen, 
alz zwei Lamellen bzw. Tagesringe dick sind. 

Ein weiterer Widerspruch, der sich z.B. in der Lange der verschiedentlich an- 
genommenen Fibrillenbruchstiicke und der aus dem DP-Wert errechneten Linge 
ergibt, wird von Farr [79] und Compton [80] z.B. dadurch ausgeschaltet, da die 
Behauptung aufgestellt wird, die hohe Viskositaét der Cuoxamliésung werde durch 
das Zementmaterial verursacht. 

Daf nun durch Einwirkung siedender 2,5-n-Schwefelsiure tatsachlich ein 
»Herauslésen“ von Kristalliten aus der amorph-mesomorphen Umgebung 
erfolgt, konnte durch die Untersuchungen von Ranby und Ribi [81] nach- 
gewiesen werden. Auch Erikson und Saverborn [82] nehmen an, daf 
die fiir Dermatosomen gehaltenen Bruchstiicke durch eine auferordentliche 
Degradierung der Cellulose in den amorphen Bereichen gebildet werden, 
wodurch die Fibrillen schwach werden und brechen. Eine neue Untersuchung 
von Ribi [83] konnte zeigen, daf bei Viskoseseide die Fibrillen vielfach 
ven einem amorphen Cellulosegel umhiillt werden. Beide Beobachtungen 
zeigen, daf weder fiir die Spaltung in Fibrillen noch fiir gelegentlich beob- 
achtbare Querunterteilungen cellulosefremde Haute, Kittsubstanzen u. dgl. 
zur Erklirung herangezogen werden miissen. 

In diesem Zusammenhang mufi auch auf die Analogie zwischen der 
Werginschen Dermatosomenlange von ~2600A und der Linge von 
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500 Glukoseresten hingewiesen werden, nach denen gemafi den Untersuchun- 
gen von Schulz und Husemann [84] bevorzugt aufspaltende Bindungen 
eingebaut sein sollen. Wenn — wie im ersten Teil ausgefiihrt — alle diese 
Lockerstellen quer zur Fibrillenachse in einer Ebene angeordnet sind, lieBe 
sich das Auftreten von Bruchstiicken dieser Lange ohne Fremdhauthypothese 
verstehen. Auch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten bisher 
keinen Anhaltspunkt fiir die Existenz solcher Hiiute erbringen (Eisenhut 
und Kuhn, Wuhrmann, Heuberger und Miihlethaler, Erikson und 
Saverborn, Miihlethaler). 

Aus vergleichenden réntgenoptischen, polarisationsoptischen und mikro- 
skopischen Studien an Zellwanden, insbesondere gewisser Griinalgen (vgl. 
S. 385), kénnen Sdhliisse iiber den micellaren Bau der Fibrille gezogen wer- 
den. Ubereinstimmend kann festgestellt werden, dafi die Celluloseketten 
parallel der Fibrillenlangsachse verlaufen. Wahrscheinlich sind in den ein- 
zelnen Fibrillen allgemein die Kristallite ziemlich perfekt dreidimensional 
(héher) orientiert. (Diese Anschauung wird auch durch elektronenmikros- 
kopische Studien an Tunicin [Frey-Wyssling] erhartet sowie durch 
Beobachtungen an den Fibrillen der Bakteriencellulose [Sisson]. Bei der 
ausgezeichnet héher orientierten Alge Valonia besitzen die Fibrillen — wie 
bereits erwaihnt — die héchste Dichte und eine besonders hohe Kristallinitat 
[> 71%] [Preston].) Ob die amorph-mesomorphe Phase gleichmiafig iiber 
die Fibrille verteilt ist oder ob die Randbezirke einen héheren Gehali auf- 
weisen, ist derzeit noch ungekliart. (In Anlehnung an Ribi [s. Seite 388] 
wiirde man geneigt sein letzteres anzunehmen.) 

Eine weitere Klarung iiber den Bau der Fibrillen brachte das Elektronen- 
mikroskop. Ubereinstimmend wird eine weitere Aufspaltung in feinere Fi- 
brillen beobachtet, die man mit Grund-, Elementar- oder Mikrofibrillen 
bezeichnet. Als erster wies Beischer auf die Tatsache hin, daf die etwa 
0,1 bis 1,44 dicke Fibrille ein Biindel von Mikrofibrillen darstellt, wovon 
jede einzelne nach Wergin 80 bis 100 A dick sein soll. 

Ruska und Kretchmer [85] fanden an Baumwolle, abgebaut mit Salz- 
siure, Mikrofibrillen bzw. Micellarstrange von etwa 50 A Dicke. Ahnliche 
Beobachtungen machte Franz [86]. Kuhn [87] beschreibt Fibrillen von 100 
bis 200 A Durchmesser an mit Cuoxam behandelter Baumwolle. Hess, 
Kiessig und Gundermann [88] beobachteten bei der Trockenmahlung 
in der Schwingmiihle von Zellstoff Fibrillen in der Dimension von 100 bis 
750A. Eisenhut und Kuhn [89] finden 100A dicke Fibrillen, an Ramie 
solche von 200A. Berkley und Greathouse [90] finden an besonders 
priparierter Baumwolle rutenférmige Teilchen mit einem Durchmesser von 
150 bis 200 A und einer Lange von 10,000 bis 15.000 A. Husemann [91] er- 
halt an chemisch abgebauter Cellulose Micellarstriange von 60A Dicke; 
ebenso finden Wuhrmann, Heuberger und Mihlethaler [92] sowie 
Frey-Wyssling und Miihlethaler [76] Micellarstrange von 60 bis 70A 
Dicke bei der Ultrabeschallung von Fasern. Es werden dabei eine Reihe von 
Ubergiingen beobachtet. Bei der Nafmahlung von Fasern erhalt Her- 
mans [93] ebenfalls Fibrillen bis unter 100A im Durchmesser. Ahnliche 
Beobachtungen werden auch von Jentgen [94], Wallner [95], Barnes 
und Burton [77] u. a. mitgeteilt. 

Eine neuere Arbeit von Kinsinger und Hock [96], in der elektronen- 
mikroskopische Aufnahmen nach der Methode des Metallschatienverfahrens, 
des Oberflichenabdrucks sowie der ,,Kontrastfarbung~ von einer Reihe 
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natiirlicher Fasern gemacht wurden, zeigte folgendes Ergebnis: Ramie spaltet 
in Mikrofibrillen von ~ 370 A Dicke auf, Baumwollinters in solche von 160 A, 
Stapelbaumwolle ~ 100 A und Holzzellstoff 90—100 A. 


Aus diesen Arbeiten (vgl. Abb. 11 und 12), insbesondere aus der Unter- 
suchung von Frey-Wyssling und Miihlethaler, scheint zunachst nicht 
klar ersichtlich zu sein, ob es sich bei den Mikrofibrillen um natiirliche Struk- 
turelemente handelt oder um Spaltstiicke einer ausgedehnteren Faserstruk- 
tur, wie dies fiir Kunstseiden derzeit angenommen wird. 


Die referierten Ergebnisse hangen ja sehr von der Art der angewandten 
Praparationsmethode ab, d.h. das iibermolekulare Gefiige spricht zufolge 
seines komplizierten  ,,Kohasionsspek- 
trums* auf verschiedene Zerteilungsmetho- 
den, wie Zerquetschen nach Quellung oder 
chemischer Hydrolyse, Angriff chemischer 
Agenzien (vor allem NO,), Mahlen (ins- 
besondere in der Kugelmiihle oder 
Schwingmiihle) und schlieflich Zertei- 
lung durch Ultraschall, in verschiedener 
Weise an. 


Durch geeignete Zerkleinerungsmetho- 
den ist es in den letzten Jahren Frey- 
Wyssling, Miihlethaler und Mitarbei- 
tern gelungen, hinreichend diinne Frag- 
mente mit ungestértem Feinbau zu 
erhalten, die im Elektronenmikroskop er- 
kennen lieBen, da sowohl’ die Mikro- 
fibrillen der Primarwande wie auch die 
Mikrofibrillen in den sekundiaren Wand- 
ablagerungen einen auffallend konstanten 
Durchmesser von 250 bis 300 A aufweisen. 
Auch die schonend hergestellten Priparate 
der vorhin genannten Autoren zeigen viel- 
fach Mikrofibrillen einer analogen Dimen- 
sion von etwa 200 A. Somit scheint es sehr 





Abb. 11. Aufspaltung der Hanf- 
faser in 200 A dicke Mikrofibrillen. 


Elektronenmikroskopische = Auf-  pjausibel, daft definierte Mikrofibrillen 


nahme von Miihlethaler. 


von 200 bis 300 A Dicke die Fibrille auf- 
bauen. Nachdem die Lamelle der Sekun- 
darwand der Baumwolle z. B. etwa 0,4 4 dick ist, besteht eine Lamelle und 
somit die an der Grenze der lichtmikroskopischen Sichtbarkeit liegende Fi- 
brille aus etwa 16 Mikrofibrillen. Auf den Durchmesser eines reifen Baumwoll- 
haares kommen dann etwa 800 Mikrofibrillen. Auch die Fibrillen in der 
Zellwand der Alge Valonia (Abb. 7c) sind nach Preston und Mitarbeiter 
gleich wie die Fibrillen im Celluloseschleim von Bacterium xylinum 
(Abb. 5c) von analoger Dicke*). 


> Anmerkung beider Korrektur: In einer neueren Arbeit konnten W yss- 
ling und Frey (Protoplasma 39, 656 [1951], auch im Tunicin elektronenmikroskopisch 
Mikrofibrillen von ~ 250 A Durchmesser nachweisen. Die Fibrillen sind seitlich zu 
Bandern verschmolzen — offenbar unter der Wirkung nicht abgesittigter Oberflaichen- 
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Mit dieser Feststellung hat sich Frey-Wyssling wieder zur Auffas- 
sung eines organisierten Aufbaues der Wande aus definierten und indivi- 
dualisierten Mikrofibrillen bekannt [29, 38]. 

Die Mikrofibrillen sind nach Frey-Wyssling nirgends miteinander 
verwachsen und somit individualisiert. Interessant ist die Frage, wie die 
Mikrofibrillen in den Membranen diese Individualitat bewahren. Die Mikro- 
fibrillen der Bakteriencellulose zeigen namlich die Tendenz, miteinander zu 
verkleben und sich beim Eintrocknen zu verzwirnen (siehe Abb. 5c). Es ist 
jedoch méglich, daf die hydrophilen Flachen bzw. die Gitterkrafte der 
Mikrofibrillen in den Membranen durch Begleitstoffe abgesittigt werden; 
dies wiirde jedoch der Vorstellung 
vom Vorhandensein einer Fremd- 
haut nahekommen (vgl. Fufnote). 

Eine weitere Frage erhebt sich 
nun, worauf die Konstanz der seit- 
lichen Dimension zuriickzufiihren 
ist. Nach Frey-Wyssling [97] 
spricht dies fiir eine Kontrollierung 
der Cellulosekristallisation durch 
das lebende Zytoplasma. 

Wahrend in bisherigen Unter- 
suchungen an Kunstseiden immer sy . 
festgestellt wurde, daft grébere Abb. 12. Elektronenmikroskopische Auf- 


BS ? re - i nahme von Mikrofibrillen eines Zellstoffes 
Strange uneinheitlicher Dicke, die nach der Metallschattenmethode (beschattet 
sich beliebig spalten, entstehen, mit Chrom unter 45°) (Kinsinger und 
konnte Ribi [83] durch schwache Hock) 

Beschallung eine sehr einheitliche ; 
Defibrillierung in ,,Elementarfibrillen“ mit einem Durchmesser von 70 
bis 80A erreichen. Die Dimension stimmt sowohl mit der Dicke der 
Micellen als auch mit ,,Elementarfibrillen“, die bei derselben Beschallung 
von Ribi an Baumwolle erhalten wurden (74 A), gut iiberein. Es scheint 
daher, da die Unterschiede im Feinbau zwischen nativen und kiinstlichen 
Cellulosefasern viel kleiner sind, als bisher angenommen wurde. Eine Reihe 
von Besonderheiten, fiir die man bisher biologische Faktoren als Erklarung 
heranzog, diirften sich auch aus physikalisch-chemischen Gegebenheiten er- 
klaren lassen. 

Nachdem aus bisherigen Micellbreitenmessungen die obere Grenze der 
Kristallite bei etwa 146A (Heyn) angenommen werden darf, muf die 
Frey-Wysslingsche Mikrofibrille ihrerseits wieder ein Biindel aus Micel- 
larstringen darstellen (Kratky; vgl. auch Teil I). Auch Wardrop [33a] 
faBt die Mikrofibrillen als supermicellare Gebilde auf. Fiir diese Auffassung 
spricht schlieBlich auch die Tatsache, daft bei vielen Aufspaltungsverfahren 


krafte —, wodurch eine Ringfaserstruktur zustande kommt. Die MantzIdecke stellt 
somit ein gekreuztes System gegenseitig durchflochtener Fibrillenbiander dar. 

Im Einklang damit stehen auch eigene réntgenoptische Untersuchungen an mer- 
cerisiert2m Tunicin. Beim Mercerisieren bleibt im Gegensatz zur Herabsetzung des 
Orientierungsgrades bei (ungespannter) Baumwolle, Ramie u. dgl. die Ringfaser- 
siruktur véllig erhalten. An diesen héher orientierten, mercerisierten Praparaten 
-sind ebenfalls zwei Kristallitlagen erkennbar. 
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wiederholt Auffaserungen bis herab zur Micelldimension (60 bis 80 A) 
beobachtet wurden ‘*). 

Zum SchluB sei noch auf eine Arbeit von Staudinger und Mitarbei- 
ter [98] hingewiesen, in der Unterschiede hinsichtlich der Léslichkeit der 
Cellulose von Flachs und Baumwolle bzw. Ramie festgestellt wurden. Die 
Autoren werfen die Frage auf, ob nicht Cellulose ein Sammelbegriff fiir ein 
Polysaccharid ist, das sich im wesentlichen aus f-glukosidisch gebundenen 
Glukoseresten aufbaut, da aber zwischen den Cellulosen der verschiedenen 
Pflanzen noch feinere Unterschiede im Aufbau bestehen. Es ware denkbar, 
da jede Pflanzenart eine ihr eigentiimliche Cellulose aufbaut bzw. eine 
Cellulose mit individuell verteilten Lockerstellen. 


Zusammenfassend darf man aus dem vorgelegten Material wohl den 
Schlu® ziehen, da sehr lange Celluloseketten in bestimmten Bereichen zu 
einem Kristallit zuasammentreten. Neben solchen, mehr oder minder unvoll- 
kommenen Kristalliten (Micellen) liegen auch amorphe Bereiche vor. Die 
Micellen diirften dem Fransenmodell entsprechen; die Fransen stellen den 
Ubergang vom kristallinen Bereich zum amorphen Bezirk dar und werden 
aus Molekiilketten gebildet, die, durch den amorphen Anteil hindurch- 
gehend, in anderen Micellen ihre Fortsetzung finden kénnen (durchlaufende 
Hauptvalenzketten). Eine solche Aneinanderreihung mehr oder minder voll- 
kommen kristallisierter Bereiche in Richtung der Liangserstreckung, getrennt 
durch stark gittergestérte und amorphe Bezirke, diirfte das Bild eines 
Micellarstranges sein. Mehrere Micellarstrange, seitlich schwacher verkniipft 
durch vereinzelte, verbindende Celluloseketten (parakristalline Cellulose- 
faiden nach Frey-Wyssling), amorphe Anteile und unabgesittigte Gitter- 
krafte, mehr oder minder differenziert durch intermicellare Spalten, bilden 
die Mikrofibrille (Abb. 5, Teil I). Biindel von Mikrofibrillen mit wahrschein- 
lich stairker abgesittigten Gitterkriften und offenbar weit schwicherem 
gegenseitigen Zusammenhalt als die Micellarstrange in der Mikrofibrille 
stellen die Fibrillen dar, die durch Hemicellulosen, Dichteschwankungen, 
amorphe Cellulosegele u. dgl. ihrerseits wieder voneinander differenziert 
sind. 

Die Fibrillen kénnen einzeln oder zu Bandern vereinigt nun in verschie- 
denen Texturen die Zellwiainde aufbauen. Charakteristisch fiir die Sekun- 
darwand ist das Auftreten von Lamellen aus einlagigen, parallelen Fibril- 
lenreihen, die in verschiedenen Steigungen rechts oder links windend die 





* Anmerkung bei der Korrektur: ‘In einer neueren Arbeit vertritt nun- 
mehr auch Frey-Wyssling (,,Uber den inneren Aufbau der Cellulosemikrofibril- 
len“, makrom. Chem. 6 [Staudinger-Festband], 7 [1951]) die Ansicht, daB die von 
ihm beobachtete Mikrofibrille mehrere — und zwar unter Zugrundelegung eines 
Mikrofibrillenquerschnittes von ~ 6,2. 10* A? und 2iner Strangdicke von ~ 60—70A 
—- 15—25 Micellarstrange umfaft. Daf sich die Mikrofibrille kaum in ihrer ganzen 
Lange aufspalten, sondern nur zu kleineren Strangen ,,auffransen“ lat, wird durch 
die seitliche Verbindung mit parakristallinen Cellulose-,,faden“ erklart (vgl. Teil I). 
Die bei verschiedenen Eingriffen (z. B. Hydrolyse nach Nickerson, Mark, Her- 
mans, Ranby und Ribi) beobachtbare Querteilung,‘die: zur Auffassung von Der- 
matosomen etc. fiihrte, wird darauf zuriickgefiihrt, da submikroskopische Partien 
(Segmente) durch amikroskopische Inhomogenitiiten getrennt sind. Als letztere kom- 
men strukturell aufgelockerte Querebenen, hydrolysefahige’ Querebenen u. dgl. in 
annéhernd gleicher Hohe in Frage (vgl. Teil I). 
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Faserachse umlaufen kénnen. Die Primarwand stellt im Gegensatz dazu 
nach neueren Untersuchungen von Frey-Wyssling ein submikroskopi- 
sches Geflecht aus Mikrofibrillen dar. 

Zum Schluf danke ich fiir das férdernde Interesse an dieser Arbeit dem 
Institutsvorstand, Herrn Prof. Dr. O. Kratky, dem Direktor des Pflanzen- 
physiologischen Instituts, Herrn Prof. Dr. F. Weber, sowie der Zellwolle 
Lenzing AG. und der Osterreichischen Gesellschaft fiir Holzforschung. Den 
beiden Erstgenannten bin ich ferner fiir anregende Diskussionen und teil- 
weise Bereitstellung der umfangreichen Literatur zu besonderem Dank ver- 


pflichtet. 
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Uber die Tiipfel von Ceramium 
Von 


Maria Hiitter-Kanert, GieBen 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingelangt am 24. Marz 1951) 


Die weitlumigen Zellen der Ceramium-Faden haben schon vielen Zyto- 
morphologen Stoff zu Untersuchungen gegeben: zugleich durch ihre lon- 
gitudinal verlaufenden, sehr derben Protoplasmastrange (vgl. Lanz 1940; 
Kiister 1951), wie durch die Tiipfel, welche benachbarte Zellen miteinander 
verbinden und nicht nur durch ihre Gréfe, sondern auch durch die eigen- 
artigen Verschlufplatten, die in den Tiipfelhohlraumen liegen, die Auf- 
merksamkeit auf sich gelenkt haben (Jungers 1933; Kylin 1937; Miihl- 
dorf 1937; Celan 1939; Kiister (1951 a, 126). Die Verschlufplatten haben 
Mangenot (1924), Miranda (1930) und Kiister (1951, 118) mit zahl- 
reichen von Objekten verschiedener Art wohlbekannien Plasmadegenera- 
tionen verglichen; Kiister hat darauf hingewiesen, daft gerade in Tiipfeln 
und anderen Stellen, welche den Plasmaleib stark einengen, Degenerations- 
erscheinungen haufig sind, und hat bei der Beschreibung der fiir Codium 
bekannten Erscheinungen darauf aufmerksam gemacht, daft auch bei diesem 
die Degeneration des Plasmas neben triiben, stark kérnigen, glasklare Pro- 
dukte entstehen lassen kann, die mit den fiir Ceramium und andere Rot- 
algen bekannten Verschlufplatten verglichen werden diirfen. 

Die Beobachtungen, iiber die ich hier berichte, wurden an Maierial von 
Ceramium rubrum ( Janner bis Marz 1951) angestellt, das mir die Biologische 
Anstalt zu List (auf Insel Sylt) wiederholt zu senden die Giite hatie. 

Meine Beobachtungen iiber die in den Tiipfeln liegenden Verschluf- 
platten wurden von mir ohne Fixierung am lebenden Material ausgefiihrt; ihre 
Ergebnisse stimmen mit den von Jungers (1942) mitgeteilten (der an fixiertem 
und gefarbtem Material arbeitete) nicht in allen Punkten iiberein. Da das mir 
erreichbare Wintermaterial vielleicht nicht durchweg zur Bearbeitung der Frage 
ausreichte, ich andererseits meine Befunde nicht unerwaéhnt lassen méchte, darf 
ich die nachfolgenden kurzen Angaben hier einschalten. 

Viel deutlicher und haufiger als an den grofen Tiipfeln, welche benachbarte, 
axiale Zellen miteinander verbinden, habe ich an den kleineren, welche zwischen 
jenen und den Berindungszellen liegen, fast iiberall einen aus zwei gewdélbten 
Platten bestehenden Verschlufapparat wahrnehmen kénnen. Die Platten sind 
oft einander gleich und liefern zu zweien ein Bild, das dem der zweiteiligen 
Pyrenoide (Tetraspora — vgl. Geitler 1926; Kiister 1951a, Fig. 164c) einiger- 
mafen ahnlich ist. Das System wird insofern asymmetrisch (bezogen auf die Ebene 
der TiipfelschlieRhaut oder Zellgrenze), als die beiden Platten ungleich grof oder 
ungleich stark gewélbt sein kénnen; wenn sie gegeneinander verschoben er- 
scheinen, so handelt es sich um eine ungewollte Wirkung der Praparation. Der 
Abstand der beiden Platten voneinander ist meist gering, zuweilen aber so er- 
heblich, da& der Durchmesser des ganzen Apparates von seiner Héhe (Richtung des 
Tiipfelkanals) iibertroffen wird. — Die Platten farben sich mit Rutheniumrot stark. 

Die Tiipfel, die die axialen Zellen miteinander verbinden, sind mit grofen 
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Piatten ausgestattet — ebenen oder gewoélbten. Auffallend erschien mir die Ver- 
stirkung der Rinder zu einem derben Ring, der ringsum gleich dick oder nur 
einseitig kraftig entwickelt ist. Zuweilen lie® sich erst durch Fiarbung (Ruthe- 
niumrot) die Gewifheit gewinnen, daf im Innern des, Ringes eine zarte farblose 
Haut gespannt war. Die von gleichmaéfigem Rund abweichenden Ausbildungen 
der Ringe kommen méglicherweise durch lokale Lésung der Ring- oder Platten- 
substanz zustande. 

SchlieBlich méchte ich noch einige schwer deutbare Erscheinungen erwahnen, 
die ich an mit Rutheniumrot gefarbten Verschlufplatten gemacht habe. Man 
sieht zuweilen um diese einen 
schmalen, kriimeligen Rand einer 
Substanz sich entwickeln, die fir- 
berisch mit den Verschlufplatten 
iibereinzustimmen scheint. Viel- 
leicht liegt hier eine rhythmische 
Niederschlagung der Degenera- 
tionsmasse vor; zu dieser Ver- 
mutung sehe ich mich durch eine 
Mitteilung Kiisters (1951b) er- 
mutigt, der fiir Cucurbitawurzeln 
einen rhythmischen Niederschlag 
der Kallusmassen nadhweisen 
konnte; dem Genannten lag offen- 
bar ein Objekt mit besonders 
iippiger Kallusentwicklung vor. 





Abb. 1. Hialfte einer bloRgelegten Axialzelle 
(Ceramium rubrum), die mit den benach- 


barten Rindenzellen durch zahlreiche Tiipfel Unsere Aufmerksamkeit soll 
verbunden ist; das Plasma liegt seiner Mem- vornehmlich den -tiipfeltra- 
bran nur noch an den Tiipfeln an; um jeden genden Membranen gelten, 
Tiipfel liegen in radialer Anordnung die die — wie mir scheint — bisher 

fadendiinnen Plastiden. in der Literatur noch nicht be- 


handelt worden sind. 
Da die weitlumigen Zellen. die der Langsaxe des Ceramium-Thallus 
folgen, nicht nur untereinander durch geriumige Tiipfel verbunden sind, 
sondern auch mit den anliegenden Rindenzellen, kann man auf wohlgelun- 
genen Priparaten, die die Oberflache der Axialzellen bloflegen, eine Viel- 
zahl von Tiipfeln der Beobachtung zuginglich finden (Abb. 1); ich erhielt 
befriedigende Praparate nicht selten dadurch, daft ich von den Faden die 
Rindenschicht abschabte. In der Figur sind an den dem Beschauer zuge- 
wandten Teilen der Wand sieben Tiipfel erkennbar: das kontrahierte 
Plasma bringt die Stellen, an welchen es in die Tiipfelhohlraume der Mem- 
bran hineinreicht, durch kraterartige Erhebungen gut zum Ausdruck. 
Uberraschend ist das Flachenbild der getiipfelten Membran. In der 
Mehrzahl der Fille ist jeder Tiipfel — sowohl die zentral gelegenen als die 
zu den Rindenzellen fiihrenden — von einem kreisrunden Hof umgeben. 
Mitunter weist der Tiipfel ovale Form auf; in diesen Fallen nimmt auch der 
Umrif des Hofes diese an (Abb. 2). Ich glaube, daf die mit diesem Hof zum 
Ausdruck kommende ungewoéhnliche Membranstruktur unsere Beachtung 
verdient und die nachfolgende Schilderung rechtfertigt. 
Die Grenze zwischen dem Hof und seiner Umgebung ist meist scharf. Uber 
die GréRenverhialtnisse gibt Abb. 2 Aufschluf; der dargestellte Tiipfel mift 
10 und 30 u im kiirzesten und lingsten Durchmesser, der Hof 48 und 82,5 yu. 
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Wir wissen von anderen Fiillen her, daft ein Tiipfel und seine Umgebung 
sich durch abweichende Feinstruktur von den benachbarten Teilen.der Wand 
unterscheiden kann; ich verweise insbesondere auf das, was Frey-Wyss- 
ling (1940) iiber den micellaren Feinbau der Hoftiipfel und der ihn um- 
gebenden Teile der Tracheidenwand mit- 
geteilt hat (vgl. auch Kiister 1951 b). 

Es ist schwer zu sagen, wodurch sich der 
Hof unserer Membranen von den anderen 
Teilen der Wand unterscheiden mag. 

In polarisiertem Lichte erwies sich die 
zwischen zwei axialen Zellen liegende Wand 
als kraftig doppelbrechend (Flachenbild); 
der Hof leuchtete besonders hell auf. Nach 
Einschaltung eines Gipsplattchens Rot I. Ord- 
nung zeigte sich ein negatives Polarisations- 
kreuz (bezogen auf die fiir Zellulose be- 
kannten Verhiiltnisse). Die polarisations- 
optische Untersuchung Jaft also nur auf einen 





bescheidenen, graduellen Unterschied zwi- | Abb. 2. Membran der Axial- 
schen Hof und Umgebung schliefen, so daft - Zelle mit ovalem Tiipfel in 
im optischen Verhalten die Ceramium-Struk- ebensolchem Hof. 


turen nicht mit den von Frey-Wyssling 
fiir die Tracheidenhoftiipfel geschilderten gleichgestellt werden diirfen. 

Am nachsten mag es wohl liegen, einen geringen Dickenunterschied an- 
zunehmen, von dessen Existenz und von dessen Wert ich mich indessen auf 
Membranquerschnitten nicht zuverlassig iiberzeugen konnte. 

Farberisch unterscheidet sich der Hof deutlich von seiner Umgebung: 
Abb. 3 zeigt einen radialen, mit Methy- 
lenblau behandelten Liangsschnitt. Der 
innerste Teil der Querwand hat sich 
kraftig gefarbt, der aufere, den ich mit 
der Umgebung des Tiipfelhofes identifi- 
zieren darf, war zunachst nur schwach ge- 
farbt; nach einigen Minuten farbt sich in- 
dessen auch der peripherische Anteil kraf- 
tig blau. Ich vermag nicht anzugeben, 
welche Faktoren bei Methylenblaufarbung 

zu wechselnden Resultaten fiihrten und 
Abb. 5. Farbung der getiipfel- — zyweilen den Hof des Tiipfels schwacher 
ten Wand mit Methylenblau; gefarbt bleiben liefen als seine Umgebung 
Die Schliefhaut ist nicht er- __ wie sich namentlich fiir die zu den Rin- 

halten. denzellen fiihrenden Tiipfel wiederholt 
fesistellen lief, 

Uber das Entfarbungsverhalten der mit Methylenblau gefarbten Mem- 
branen hat neuerdings Kiister einige Beobachtungen zusammengesiellt 
(1951 a): Bei Zusatz von KNO, zu den gefarbten Membranen fallen in diesen 
tropfen- oder scheibchenférmige, kristallinische Gebilde aus, wie sie bereits 
durch Borriss (1937) und Pekarek (1938) bekannt geworden sind. Auch 
Ceramium-Membranen, die mit Methylenblau gefarbt sind, lassen bei Be- 
handlung mit KNO, den Farbstoff ausfallen. Die Tiipfel und ihre Um- 
gebung zeigen dabei das auffallende Bild konzentrischer Ringe, wie ich es in 
Abb. 4 darzustellen versucht habe. Namentlich im Innern des Tiipfelbildes 
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zeigen die Niederschlage eine deutliche Anordnung zu konzentrischen Rin- 
gen. In den iuReren Anteilen der Membran sind die Niederschlagseinheiten 
unregelmaRig rundlich und nicht ge- 
ordnet, in den inneren langgestreckt. 
strichférmig, zu konzentrischen Ringen 
geordnet. Die Anordnung und Formung 
der Niederschlagseinheiten weist viel- 
leicht auf eine Reliefstruktur der Wand: 
doch wire die Méglichkeit zu erwiagen, 
daft die Micellarstruktur der gefarbten 
und ihren Farbstoff wieder abgebenden 
Wand die Anordnung der Nieder- 
schlagseinheiten bestimmt; schlieflich 
ware zu erwagen, ob das System kon- 
zentrischer Niederschlagsringe kausal 
mit den — unabhangig von jeglicher 
Substratstruktur entstehenden — Liese- 
gangschen Ringen gleichzusetzen wire. 
Ich wiederhole hiermit Gedanken, die 
Abb. 4. Querwand nach Methylen- Kiister (z. B. 1951) ausgesprochen hat 
blaufarbung und _Kaliumnitratent- und verweise auf seine Bemerkung iiber 
farbung; konzentrische Anordnung die von den Ausfallungen ausgehen- 
der Niederschlagspartikel. den Keimwirkungen, welche zuweilen 

um gréRere Niederschlagseinheiten an- 

sehnlich grofte niederschlagsfreie Héfe entstehen lassen (Kiister 1938). 

Auch an der Oberflache des kegelférmigen Tiipfelhohlraumes tritt starke 
Methylenauffarbung ein und 
nach KNO,-Behandlung die er- 
wahnte Entfarbung. Uber das 
farberische Verhalten der Ober- 
fliche der Tiipfelhohlraume 
hat z. B. Strugger (1949) 
Mitteilungen gemacht. Bei mei- 
nen Objekten waren in den 
Tiipfelhohlraumen zuweilen 
scharf gezeichnete Ringsysteme 
zu sehen, die ich auf eine feine 
Reliefstruktur oder anderweitige 
Auswirkungen der Membran- 
schichtenbildung zuriickfiihren 
mochte. 

Auf die konzentrischen Struk- 
turen, die sich in dem Tiipfel- 
hof nachweisen lassen, méchte 
ich noch mit Schilderung einiger 
weiterer Farbungsversuche auf- i 
merksam machen. Abb. 5 zeigt Abb. 5. Querwand nach Methylenblaufar- 
einen mit Methylenblau gefarb- ung: auf dem Hof sind konzentrische Ringe 
ten Tiipfel, der mehr oder min- sichhtbar geworden. 
der intensiv gefarbte Zonen 
zeigt (Breite 3—10 4). Es lassen sich sieben Zonen deutlich abzahlen, in 
anderen Fallen nur drei bis vier. Farbeversuche mit Rutheniumrot brachten 
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tihnliche Ergebniss, doch blieb die Deutlichkeit der auftretenden Zonen 
hinter der mit Methylenblau erzielbaren zuriick; in giinstigen Fallen zahlte 
ich nicht mehr als drei Zonen. — Die Zonen waren in axialen Zellen wie in 
den Nachbarzellen gleich deutlich zu 
beobachten. 

Bei der Deutung der Bilder méchte 
ich Zuriickhaltung walten und es da- 
hingestellt sein lassen, wie viele von 
den Ringen der Wand des Tiipfelhohl- 
kegels zugehGren und welche der in der 
Gesichtsfeldebene liegenden Membran- 
oberflaiche angehéren. Bei Abb.5 biirgt 
schon die grofe Ausdehnung des Ring- , 
systems dafiir, da nur einige derinner- = Abb. 6. Radialer Langsschnitt mit 





sten Ringe dem Tiipfelkegelraum zu- — Tiipfel und Verschlufplatte; die 

gehoren, Lamellierung der Querwand zeigt 
Auf radialen Langsschnitten fiel zu- deutliche Knickung; der Tiipfel- 

weilen die starke Lamellierung der verschluf scheint hohl zu sein. 


Querwande auf und zugleich Knickun- 

gen der Liniensysteme, deren Ort der Grenze des Hofes zu enisprechen 
schien. Derartige Faltelungen sind bei den Lamellen der Algenmembranen 
nicht eben selten zu sehen, und ich bin daher nicht sicher, in welche Be- 
ziehungen ich die hier beschriebenen Knickungen und Falten zu der Grenze 
des Tiipfelhofes bringen darf (vgl. Abb. 6). 


Zusammenfassung 


Untersuchungen an Ceramium rubrum (Nordsee) machten mit Wand- 
strukturen bekannt, die bisher keine Beachtung gefunden zu haben schei- 
nen. Die Tiipfel, welche benachbarte Zellen der Faden oder ungleichartige 
Zellen (Rinden- und axiale Zellen) verbinden, sind umgeben von je einem 
grofen scheibenférmigen Hof, der scharf umgrenzt sich von den peripheri- 
schen Teilen der Wand absetzt. Die optischen und farberischen Eigen- 
schaften der Wand und des Hofes werden beschrieben; die letzteren lassen 
auf eine konzentrische Struktur der Wand schliefen. Die Doppelbrechung 
des Hofes ist starker als die der auReren Wandteile, aber nur graduell von 
der der letzteren verschieden. _ 
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